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“... Um homem consegue intuir como as coisas poderiam ser 
num vislumbre do que é se sentir vivo por inteiro. Talvez, 
quando está sozinho numa praia ou no alto de uma montanha 
e, de repente, percebe a glória do mundo físico, como se fosse 
parte do vento e do céu. (...) Mas é só um momento ...” 
 







O câncer de mama é uma doença que causa temor e morte entre as 
mulheres. Com o intuito de melhorar a qualidade de vida de pacientes e elevar a 
eficiência de tratamentos já empregados clinicamente, foram estudadas novas 
formulações para transporte e liberação sustentada de um fármaco. Pelo método de 
emulsificação e evaporação do solvente, foram produzidas partículas poliméricas 
contendo o antitumoral clorambucil submetidas a dois procedimentos diferentes para 
funcionalização primária (acoplamento com EDC/NHS e associação com DOPA) e 
posterior funcionalização secundária com o peptídeo direcionador ciclo-RGD. As 
formulações obtidas foram avaliadas quanto às características morfológicas, 
citotóxicas e físico-químicas (diâmetro hidrodinâmico e distribuição de tamanho, 
potencial zeta, perfil de liberação in vitro, eficiência de encapsulamento, análises 
térmicas diferencias e termogravimétricas, análises espectroscópicas na região UV-
vis, de FTIR e de emissão de fluorescência). Imagens de MEV demostraram que as 
formulações apresentam forma esférica, com pouca porosidade e, considerando os 
dados obtidos por DLS, apresentaram tamanho entre 290 e 370 nm e PDI entre 
0,200 e 0,250. Valores negativos de potencial zeta (-10,77 mV) demonstram que as 
partículas possuem baixa tendência à agregação em meio aquoso. Foram obtidos 
elevados valores de eficiência de encapsulamento (média de 88,0%). Estudos da 
citotoxidade por meio de ensaios de viabilidade com MTT e da internalização das 
partículas in vitro com células tumorais de mama (MCF-7) e de fibroblastos (NIH-
3T3) demonstram que as formulações funcionalizadas com o tripeptídeo tiveram 
mais eficiência no tratamento quando comparadas com as formulações controle ou 
sem funcionalização. Pelos ensaios realizados, foi possível concluir que as 
formulações produzidas correspondem a promissores sistemas de transporte e 
liberação sustentada e poderão contribuir para o aumento dos índices de 
seletividade e eficiência terapêutica, biodisponibilidade, elevação da sítio-
especificidade e consequente redução de efeitos adversos do clorambucil. 
 
Palavras-chave: PLGA, CHB, EDC/NHS, DOPA, ciclo-RGD, funcionalização, câncer 






The breast cancer is a disease that causes fear and death among women. In 
order to improve the quality of life of patients and to increase the efficiency of 
treatments already employed clinically, new formulations for the transport and 
sustained release of a drug were studied. Polymorphic particles containing the 
chlorambucil antitumor were submitted to two different procedures for primary 
functionalization (EDC/NHS coupling and DOPA association) and subsequent 
secondary functionalization with the cyclo-RGD targeting peptide. The obtained 
samples were evaluated for morphological, cytotoxic and physicochemical 
characteristics (hydrodynamic diameter and size distribution, zeta potential, in vitro 
release profile, encapsulation efficiency, thermogravimetric and thermal analysis, 
spectroscopic analysis in the UV-vis region, FTIR and fluorescence emission). SEM 
images showed that the samples had spherical shape, low porosity and, considering 
the data obtained by DLS, presented a size between 290 and 370 nm and PDI 
between 0,200 and 0,250. Negative values of zeta potential (-10.77 mV) demonstrate 
that the particles in aqueous medium have low tendency to aggregate. High values of 
encapsulation efficiency were obtained (mean of 88.0%). Cytotoxicity studies via 
MTT viability assays and in vitro particle internalization with breast tumor cells (MCF-
7) and fibroblast cells (NIH-3T3) demonstrated that the tripeptide functionalized 
samples were more efficient in the treatment when compared to control samples or 
without functionalization. Through the carried out tests, it was possible to conclude 
that the produced samples are promising systems for transport and sustained 
release and they could contribute to the increase of selectivity and therapeutic 
efficiency indexes, bioavailability of site-specificity and consequent reduction of 
adverse effects of this drug. 
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O câncer corresponde a um grupo de mais de 100 variedades de doenças 
complexas e heterogêneas caracterizadas pela multiplicação contínua de células (1–
3). Esta doença tem sido motivo de preocupação por parte da população mundial e 
corresponde a uma das principais causas de mortes entre humanos com 7,6 milhões 
de casos registrados em 2008 e 8,2 milhões de casos em 2012 segundo a 
Organização Mundial da Saúde (OMS) (3–7). 
Com base nas informações do projeto Globocan, os tipos de câncer mais 
incidentes no mundo em 2012 foram pulmão (1,82 milhão), mama (1,67 milhão), 
intestino (1,36 milhão) e próstata (1,1 milhão) (4,5,8–10). Em mulheres, as maiores 
frequências foram mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmão (8,7%), colo do útero 
(7,9%) e estômago (4,8%) (4,5,8–10). Na América Latina e Caribe, os tipos mais 
incidentes foram o de próstata em homens (152 mil) e o de mama em mulheres (152 
mil) (4,5,8–10). 
Segundo estudo apresentado por Dieleman e sua equipe, no ano de 2013, 
foram gastos por volta de 115 bilhões de dólares no tratamento de 29 condições 
classificadas como neoplasias apenas nos Estados Unidos (6,11). Apesar desse 
elevado custo, o número de sobreviventes de câncer continua a crescer em reflexo 
aos avanços obtidos ao longo dos anos no diagnóstico e tratamento da doença (12). 
Em 2016, somente para os Estados Unidos, foi estimado que os três tipos de câncer 
mais frequentes foram: próstata (3.306.760), colo retal (724.690) e melanoma 
(614.460) nos homens, e mama (3.560.570), útero (757.190) e colo retal (727.350) 




Apenas 57% dos casos e 65% das mortes por câncer em todo o mundo são 
registrados em países menos desenvolvidos, apesar de possuírem uma população 
relativamente maior (12). Esse fato se deve em grande parte à estrutura etária mais 
jovem e à menor frequência do tabagismo nessas comunidades (12). Contudo, já se 
prevê que essa incidência deverá aumentar nos próximos anos, pois está ocorrendo 
o envelhecimento dessas populações (12). Em países desenvolvidos o câncer de 
próstata é o mais diagnosticado entre os homens e o de pulmão é a principal causa 
de morte entre as mulheres (12). Já nos países menos desenvolvidos, o câncer de 
fígado e o de estômago correspondem ao segundo e ao terceiro tipos mais 
diagnosticados, respectivamente, e as principais causas de morte (12). 
No Brasil, foi estimado que, em 2016, ocorreram cerca de 600 mil novos 
casos de câncer (5). Desconsiderando o câncer de pele não melanoma, ocorreram 
cerca de 420 mil novos casos de câncer, sendo os mais frequentes os tumores de 
próstata em homens, com aproximadamente 61 mil casos, e de mama em mulheres, 
com aproximadamente 58 mil casos (5). 
Sua complexidade reside em fatores genéticos e fenotípicos que implicam sua 
diversidade clínica (5,13). Células tumorais replicam muito mais rapidamente do que 
células saudáveis e, consequentemente, são favorecidas pelo fornecimento de 
nutrientes (inclusive, tornando-as mais susceptíveis à ação de quimioterápicos) (14). 
Elas não sofrem apoptose em ambientes com baixa quantidade de nutrientes e 
capturam nutrientes essenciais de células saudáveis (13,14). Para que ocorra 
expansão contínua, novos vasos sanguíneos surgem, e um tumor vascularizado é 
capaz de crescer mais e é mais propício a gerar metástase (14). Várias pesquisas 
estão direcionadas ao desenvolvimento de tratamentos para retardar a angiogênese 




Uma vasculatura incompleta e imatura dentro do tumor desempenha papel 
fundamental na resistência ao fármaco (1). A vasculatura imatura oxigena e nutre de 
modo limitado as células cancerosas e elas tendem a se adaptar a essas condições 
críticas (1). A adaptação leva a alterações na expressão de genes e vias 
metabólicas, o que contribui para a diminuição dos valores de pH no tumor até que 
um pH ácido seja alcançado e mantido (1). Nessas condições, os fenômenos de 
resistência ao fármaco podem ocorrer, uma vez que muitos deles se tornam 
ionizados, devido possuírem valores de pKa entre 5,8 – 8,5, podendo, assim, se 
tornarem menos ativos (1). 
O uso de fármacos para eliminar células cancerosas em tratamentos clínicos 
convencionais pode ocasionar resistência intrínseca ou adquirida à quimioterapia, 
ocasionando o reaparecimento de tumores, o mau prognóstico para o paciente e 
conduzindo assim ao fracasso do tratamento (15–17). Essa resistência ocorre em 
mais de 50% dos pacientes cujo câncer reaparece, sendo responsável em grande 
parte pela alta mortalidade associada à doença (16). Este é um obstáculo difícil de 
ser superado, e os mecanismos de resistência do tumor podem ter várias origens 
(15–17). Para superar essa resistência, muitas tentativas são feitas utilizando 
estratégias que consideram os diferentes mecanismos quimioterápicos (17). Muitas 
moléculas diferentes estão envolvidas na angiogênese e existem muitos alvos em 
potencial para diversas terapias (17). 
 
Câncer de Mama 
 
O câncer de mama possui a maior incidência e a maior mortalidade na 




tipo de câncer foram diagnosticados em 2012 em todo o mundo, correspondendo à 
aproximadamente 25% de todos os tipos de câncer diagnosticados em mulheres 
(4,5,8,10,9). Foi estimado que, em 2012, ocorreram 522 mil óbitos por este tipo de 
câncer (4,5,8,10,9).  Nos países desenvolvidos, ocorre cerca da metade de todos 
esses casos e 38% do total de óbitos (12). 
No Brasil, o risco estimado é de 56 casos para cada 100 mil mulheres (8,18). 
Desconsiderando os tumores de pele não melanoma, o câncer de mama é o mais 
frequente nas mulheres das regiões Sul (74 para cada 100 mil mulheres), Sudeste 
(68 para cada 100 mil mulheres), Centro-Oeste (56 para cada 100 mil mulheres) e 
Nordeste (39 para cada 100 mil mulheres), e o segundo tumor mais incidente na 
região Norte (22 para cada 100 mil mulheres) (8). As taxas de mortalidade por 
câncer de mama continuam elevadas no Brasil (14 óbitos para cada 100 mil 
mulheres em 2013) (8,18). 
A OMS reconhece mais de 20 subtipos diferentes de câncer de mama (8). A 
maioria dos tumores de mama têm origem no epitélio ductal (cerca de 80%) e são 
conhecidos como carcinomas ductais invasivos (8). Entretanto, como o câncer de 
mama se caracteriza por ser um grupo heterogêneo de doenças, existem outros 
subtipos de carcinomas que podem ser diagnosticados, como lobular, tubular, 
mucinoso, medular, micropapilar e papilar (8). 
As taxas de incidência de câncer de mama em diversos países refletem as 
diferenças que há na disponibilidade de métodos de detecção precoce e na 
presença de fatores de risco (12). É um tipo de câncer considerado multifatorial, 
envolvendo fatores reprodutivos e hormonais, como histórico menstrual, uso de 
contraceptivos, nunca ter tido filhos, além do comportamento e do estilo de vida 




familiar de câncer de mama, alta densidade do tecido mamário (razão entre o tecido 
glandular e o tecido adiposo da mama) são os mais bem conhecidos fatores de risco 
para o desenvolvimento do câncer de mama (8). Além desses, o uso de hormônios 
como terapia na menopausa, o consumo de álcool, a obesidade ou o sobrepeso, o 
sedentarismo e a exposição à radiação ionizante também são considerados agentes 
potenciais para o desenvolvimento desse câncer (4,8). Já se sabe que, ao dar à luz 
e amamentar, ocorre a diminuição do risco de incidência desse tipo de câncer (12). 
O câncer de mama incidente em mulheres jovens apresenta características 
clínicas e epidemiológicas bem diferentes das observadas em mulheres mais idosas 
(8,19–21). Geralmente são mais agressivos, apresentam altas taxas de mutação dos 
genes BRCA1 e BRCA2 (do inglês, breast cancer), além de superexpressarem o 
gene HER2 (fator de crescimento epidérmico humano) (8,19–24). Alterações em 
genes, como os da família BRCA, aumentam o risco de desenvolver câncer de 
mama (8,19–21,24). Mecanismos biológicos ligados a alterações nos genes da 
família IGF (do inglês, Insulin-like Growth Factor), como o IGF-1, assim como 
alterações nos níveis séricos de hormônios como insulina e leptina, medeiam essa 
associação (8,25,26). 
A mamografia é um exame capaz de detectar o câncer de mama em sua fase 
inicial, possibilitando que o tratamento mais eficaz ocorra o mais rápido possível, 
aumentando, assim, a expectativa de uma provável cura (12). Porém, o rastreio 
nesse tipo de exame não é perfeito e nem todos os tumores serão detectados para 
imediato prognóstico (12). Outras vezes, a mamografia pode ocasionar resultado 
falso-positivo, ocasionando um diagnóstico errado e possível tratamento para um 




desenvolvam novos métodos de diagnóstico mais eficientes ou aprimorar os já 




Atualmente, terapias utilizadas para combater o câncer envolvem processos 
invasivos, como implantação de cateteres que permitam a aplicação local de 
quimioterápico(s) para diminuir o tamanho do tumor, cirurgia(s) para remoção do(s) 
tumor(es), seguida por mais quimioterapia e radioterapia (17). Frequentemente, as 
melhores respostas são obtidas mediante a utilização da combinação de terapias 
(27). O fracasso de uma quimioterapia para curar um paciente com câncer está 
normalmente relacionado com o crescimento excessivo de células insensíveis e 
resistentes (27). Embora as células cancerosas sejam mais vulneráveis, os fármacos 
antitumorais livres não são seletivos e causam lesões em tecidos saudáveis (27,28). 
Por meio da administração de doses elevadas de um medicamento, podem 
surgir efeitos adversos tão intensos que o tratamento precisa ser interrompido (14). 
Infelizmente, nem todos os tratamentos realizados com especificações oncológicas 
são capazes de destruir o câncer, porém, os avanços no tratamento do câncer estão 
progredindo rapidamente, tanto em termos de novos agentes contra o câncer como 
novas vias de entrega (14). 
Sistemas de liberação de fármacos (DDS, do inglês, Drug Delivery System) 
estão sendo desenvolvidos para permitir rotas e dosagens alternativas, novos alvos 
terapêuticos e terapias sítio-específicas (14,15,17,29). O objetivo desses novos DDS 
é aumentar o tempo de sobrevida e a qualidade de vida de pacientes com câncer 




do tratamento em eliminar células cancerosas atingindo paralelamente o mínimo de 
células saudáveis (14). O uso de um DDS pode melhorar a eficácia do tratamento 
reduzindo a toxicidade do fármaco e aumentando sua sítio-especificidade (30). 
Para contornar os efeitos adversos que fármacos antitumorais causam em 
células normais, vem sendo amplamente discutida a possibilidade de conjugar 
fármacos anticâncer a proteínas e/ou macromoléculas transportadoras (31). As 
vantagens dessa proposta são distribuição tecidual específica, meia-vida prolongada 
do medicamento no plasma e liberação sustentada do fármaco (31,32). Além disso, 
esses conjugados podem se acumular em tumores sólidos devido à 
microvasculatura com arquitetura defeituosa associada à má drenagem linfática em 
um efeito de permeabilidade e retenção aumentados (EPR, do inglês, Enhanced 
Permeability and Retention) (14,16,29,31). Estudos demonstram que 
macromoléculas se acumulam em maior quantidade e durante períodos mais longos 
no tecido tumoral quando comparadas com compostos de baixa massa molecular, 




O clorambucil (CHB, do inglês, chlorambucil, Figura 1) ou (4-[bis(2-
cloretil)amino]benzenobutanóico), comercialmente conhecido como Leukeran®, é um 
potente fármaco antitumoral derivado da mostarda nitrogenada utilizado clinicamente 
no tratamento de leucemia linfática crônica, linfomas e carcinomas avançados de 
ovário e de mama (13,31,33–40). Apresenta citotoxicidade significativa quando 
administrado em pacientes com câncer, sendo um agente alquilante bifuncional que 




DeoxyriboNucleic Acid)  (13,36,41). Seu mecanismo de ação ocasiona a 
intercalação do DNA impedindo a replicação celular (33,36,41). É um fármaco 
predominantemente ciclo celular não específico e apresenta boa biodisponibilidade 
oral, assim como outros agentes alquilantes (37). 
 
 
Figura 1: Fórmula estrutural do CHB. 
 
A aplicação clínica deste fármaco antitumoral é, no entanto, limitada devido 
seus efeitos tóxicos secundários, tais como mielossupressão e neurotoxicidade e 
sintomas, como náuseas (27,31,33,34,37). Estudos clínicos mostram que ele causa 
depressão da medula óssea, incluindo neutropenia e trombocitopenia reduzindo seu 
índice terapêutico (42). Apesar de suas limitações, o CHB continua sendo o fármaco 
de primeira linha de escolha para o tratamento de leucemia linfocítica crônica e 
escolha de segunda linha para terapia de câncer avançado de ovário e de mama 
(36). Pesquisas demonstram que agentes alquilantes, como mostardas nitrogenadas 
e nitrosuréias estão entre os compostos mais ativos contra gliomas em humanos e 
meduloblastomas em animais (27). 
Esse fármaco se encontra entre os citotóxicos que são substratos das 
proteínas de resistência a múltiplos fármacos classificadas como transportadoras de 




se relaciona a resistência que tumores podem vir a apresentar após o tratamento 
com esses agentes quimioterápicos (15,31,38). 
O CHB foi um dos primeiros agentes antitumorais utilizado para preparar 
conjugados com anticorpos, sendo fisicamente adsorvido ou quimicamente ligado ao 
transportador por meio de incubação ou por acoplamento direto, utilizando N-
hidroxissuccinimida/N,N’-di-ciclo-hexilcarbodiimida (31,34). Este método tem a 
desvantagem de que durante a preparação os produtos formados não são 
quimicamente bem definidos no que diz respeito à ligação química entre o fármaco à 
proteína e/ou ao polímero transportador (31,34). 
É um agente antitumoral pouco solúvel em água (lipofílico) que possui um log 
P de 1,7, ou seja, o logaritmo do coeficiente de partição octanol-água é igual à 1,7 
(33,37,41).  Apresenta baixo ponto de fusão (64 – 66º C), alta solubilidade em 
lipídios e, apesar da sua baixa solubilidade em água, sofre hidrólise em meio aquoso 
(41). Esta hidrólise é afetada por vários fatores, incluindo o pH e as espécies iônicas 
presentes junto à molécula (41). A instabilidade química do CHB é uma de suas 
limitações para obter o seu desempenho terapêutico ótimo (41). 
Agentes ácidos fracos, como o CHB, têm a vantagem em termos de 
distribuição dentro do tumor e sequestro citoplasmático por causa do pH interno ir de 
neutro para ácido (1). O CHB é um agente apropriado para a modificação química, 
devido à presença de apenas um grupo carboxílico em sua molécula (34). A base 
reacional para variar a estabilidade da ligação química e avaliar a significância da 
interação entre o fármaco e o DDS in vitro e a atividade in vivo depende do pH (34). 
Durante a internalização, o pH é reduzido de 7,4 para 5,5 – 5,0, e esta alteração de 
pH pode ser explorada por meio da clivagem ácida de um ponto de ruptura pré-




(31,34). Em pH fisiológico, ocorre a ionização do CHB fazendo com que esse 
fármaco se ligue a constituintes do plasma (27). 
Reações do CHB com álcoois apropriados, em condição azeotrópica, podem 
produzir variados ésteres (27). E, após esterificação, a presença da carbonila do 
grupo éster pode ser confirmada pela presença de uma banda em 1.725 cm-1 em um 
espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, do inglês, Fourier 
Transform InfraRed) (42). 
Uma abordagem promissora para contornar os efeitos tóxicos do CHB é seu 
encapsulamento em um DDS (33). Dessa forma, a habilidade de controlar efeitos 
adversos poderia ser utilizada para minimizar sua toxicidade sistêmica e aumentar 
sua concentração local no sítio alvo (37). Além disso, a incorporação do CHB numa 
nanoestrutura pode melhorar seu perfil farmacocinético e aumentar a sua atividade 
terapêutica em relação a uma solução de CHB livre (37). 
 
Sistemas de Entrega/Liberação de Fármacos 
 
Devido ao aumento da idade média da população, em 2050 deverá haver por 
volta de 1,7 bilhões de pessoas com 60 anos ou mais, sendo extremamente 
necessário intensificar o desenvolvimento de novos DDS, pois a frequência de 
aparecimento de doenças como o câncer também deverá progredir (17). Nos últimos 
anos, muita atenção tem sido dispensada no desenvolvimento de tecnologias de 
mecanismos de entrega de fármacos (33,43). Frequentemente tem sido 
demonstrado em experimentos in vitro e in vivo que o encapsulamento de um 




Dentre os diversos campos de aplicação dos DDS, o tratamento do câncer 
continua a ser o alvo mais estudado devido esses sistemas fornecerem vantagens 
claras para a quimioterapia (32). Na terapia anticâncer, os DDS são projetados para 
alterar as propriedades desfavoráveis de moléculas "livres" que tenham pouca 
especificidade e alta toxicidade (33,41). O aumento da especificidade local e da 
internalização pode elevar a eficácia terapêutica e reduzir efeitos secundários graves 
(28). Por exemplo, em um estudo, nanopartículas (NP) dendríticas funcionalizadas 
com ácido fólico e transportando o fármaco metotrexato apresentaram aumento da 
atividade antitumoral, diminuição acentuada da toxicidade e resposta terapêutica 
melhor do que as observadas para o fármaco livre (28,44). 
A nanotecnologia farmacêutica se concentra na formulação de DDS 
constituídos por compostos biocompatíveis de escala nanométrica (17,43). Dentre 
esses sistemas, podem ser listados: lipossomas, micelas, conjugados, dendrímeros, 
partículas lipídicas, estruturas poliméricas como nanoestruturas, entre outros 
(17,28,43,45,46). Sendo muitas vezes difícil demonstrar a localização da substância 
incorporada, os termos “nanoesferas” e “nanocápsulas” são melhores expressos 
pelo termo generalista “NP”, mencionado anteriormente (17). Esses sistemas têm 
sido extensivamente estudados para serem utilizados nas terapias contra o câncer e 
apresentam inúmeras vantagens (28,43). Ampla variedade de compostos ativos 
pode ser incorporada ou conjugada às nanoestruturas (28). 
Por meio da nanotecnologia é possível oferecer meios adequados para a 
entrega de vários agentes terapêuticos e de diagnóstico, incluindo moléculas 
lipofílicas e hidrofílicas, de pequena ou elevada massa molecular, bem como 




genes, que estejam adsorvidos ou conjugados sobre a superfície da nanoestrutura, 
por administração local ou entrega sítio-específica (28,30,43,47). 
A escala nanométrica oferece distintas vantagens para a entrega de fármacos 
(43). O termo nanopartículas, ou simplesmente NP, é aplicável a uma estrutura que 
tenha pelo menos uma de suas dimensões inferior a 100 nm, embora alguns 
cientistas as definam com dimensões entre 1 e 1.000 nm (definição utilizada ao 
longo deste trabalho) (17,48). As NP utilizadas como DDS, apresentam pelo menos 
nove vantagens marcantes: 
I. São passíveis de serem produzidas em larga escala, 
II. Mantêm suas características físicas e químicas inalteradas durante 
longos períodos de tempo, permitindo armazenamento prolongado, 
III. Transportam grande quantidade de fármaco quando comparados com 
as administrações de fármacos livres, 
IV. Dispersam fármacos pouco solúveis em meio fisiológico, 
V. Melhoram a estabilidade de agentes terapêuticos evitando 
degradações enzimáticas prematuras, 
VI. Evitam a eliminação rápida in vivo devido ao volume inferior ao das 
células e a capacidade de circulação prolongada, 
VII. NP poliméricas podem apresentar liberação prolongada do(s) 
composto(s) ativo(s) e assim manter sua concentração dentro da janela 
terapêutica durante o período necessário para que haja maior eficácia, 
devido à manipulação das características de sua matriz e da taxa de 
biodegradação, 
VIII. Podem ser entregues em alvos distantes utilizando cateteres por meio 




sítio-específico que possa(m) direcioná-la ao tecido ou órgão de 
interesse melhorando a potência e reduzindo efeitos adversos do(s) 
agente(s) ativo(s) devido à melhora da biodistribuição, 
IX. Podem superar os mecanismos de resistência a múltiplos fármacos por 
meio das bombas de efluxo de passagem, entrando nas células por 
fagocitose, pinocitose ou por endocitose mediada por receptores 
(1,15,17,28,32,43,45–47,49,50). 
Desta forma, é possível melhorar a biodisponibilidade oral, manter o efeito do 
composto ativo no tecido-alvo, solubilizar compostos ativos lipossolúveis – como o 
CHB – e facilitar a entrega intravascular (1,43).  A nanotecnologia tem sido utilizada 
com sucesso para criar DDS que possam resolver o problema da fraca solubilidade 
em água, característica muito comum entre os fármacos antitumorais disponíveis e 
promissores (1). Frequentemente, fármacos antitumorais lipossolúveis requerem a 
adição de solventes, para que possam ser absorvidos pelas células cancerosas, 
porém, estes solventes não só diluem o fármaco, como também aumentam sua 
toxicidade (1). 
NP podem penetrar profundamente nos tecidos por meio de capilares finos e 
fenestras presentes no revestimento epitelial atingindo órgãos como fígado, baço, 
pulmão, medula espinal e sistema linfático sendo absorvidas em quantidades 
superiores pelas células (43). Por meio da administração intravenosa, os 
transportadores coloidais são capazes de deixar a corrente sanguínea em órgãos 
que possuem capilares endoteliais porosos (como fígado, baço e medula óssea) e 
em processos patológicos (inflamação e tumores), que são acompanhados por 
maior permeabilidade dos vasos (17). A capacidade de circular no sangue durante 




pois, o sistema reticuloendotelial (RES, do inglês, Reticulo Endothelial System) é o 
principal responsável por remover transportadores coloidais presentes no plasma 
(17). 
A captura de NP por células do RES depende do seu tamanho, carga e 
demais propriedades superficiais (17). O tamanho e a forma das NP ajudam os DDS 
a trafegar de forma eficaz nos sistemas biológicos, e tem estimulado a sua produção 
por meio de variados métodos (top-down e bottom-up) (47). Técnicas como 
nanoprecipitação, emulsão à base de inversão de fases, microfluídos à base de 
automontagem, camada por camada e nanoimpressão têm sido utilizadas na 
produção de DDS (47). 
Células internalizam NP tipicamente abaixo de 100 nm, e é o tamanho, a 
carga e a composição das nanoestruturas que determinam a sua biodistribuição 
(1,47). O tamanho das partículas deve ser suficientemente grande (30 – 100 nm) 
para evitar fugas para capilares sanguíneos, mas não tão grande (< 100 nm) que se 
tornem suscetíveis à depuração por macrófagos (1,29). NP menores que 20 nm são 
eliminadas da circulação por meio do RES dentro de algumas horas (47). Há 
estudos que indicam que a microvasculatura tumoral permite a penetração de NP 
que tenham diâmetro de até 400 nm (33,47). Quando injetadas por via intravenosa, 
NP maiores ficam retidas no fígado e no baço após poucos minutos (47). Diminuir o 
tamanho das NP permite aumentar a duração da sua circulação no sangue, no 
entanto, a absorção de surfactantes à sua superfície tem sido demonstrada como 
sendo mais eficaz para esse prolongamento (1,17). 
Desde a aprovação, em 1990, da anfotericina B lipossomal pelo FDA (do 
inglês, Food and Drug Administration), vários DDS foram disponibilizados 




sido caracterizada por avanços no desenvolvimento de novos medicamentos com 
nanotecnologia (17). Em 2012, o FDA aprovou 39 novos medicamentos, sendo este 
o maior número desde a década de 1990 e quase o dobro do número de aprovados 
em 2010 (17). Incorporar um medicamento existente em um DDS pode não só 
melhorar o seu desempenho como também prolongar sua vida de patente como um 
novo produto (47). O custo e o tempo médio necessário para desenvolver um DDS 
(aproximadamente U$ 20 a 50 milhões e de 3 a 4 anos) é significantemente inferior 
ao do desenvolvimento de um novo fármaco (aproximadamente U$ 500 milhões e de 
mais de 10 anos) (47). O mercado mundial gastou cerca de U$ 60 bilhões com o 
desenvolvimento de DDS à base de polímeros em 2010 (47). Os desafios para 
aprovar esses novos sistemas tem retardado a sua imediata aplicação clinica, mas 
seus enormes benefícios deverão promover o surgimento de inúmeros outros novos 




NP poliméricas representam sistemas coloidais sólidos compostos por 
diversos polímeros e/ou copolímeros, sintéticos, naturais ou híbridos, que, na 
maioria das vezes, são biocompatíveis, biodegradáveis e apresentam baixa 
solubilidade em água (17,43,45–47). Polímeros biodegradáveis são considerados 
como uma alternativa para o uso de lipídeos devido à melhora da estabilidade in vivo 
(47). 
Dentre os polímeros utilizados como matrizes para formulação de NP, 
incluem-se polímeros sintéticos, como, policianoacrilatos de alquila e demais 




(PGA) e seu copolímero ácido poli(D,L-láctico-co-glicólico) (PLGA, Figura 2) em 
diversas proporções, policaprolactonas, polietilenoiminas e polímeros naturais, 
como, polissacarídeos, gelatina, alginato, colágeno, quitosana, entre outros 
(17,28,32,43,47,48,50–52). As principais vantagens destes polímeros são a baixa 
toxicidade, a susceptibilidade para biodegradação, a presença de grupos funcionais 
na superfície, estabilidade farmacotecnológica, a excelente capacidade de 
incorporação e a possibilidade de influenciar a taxa de liberação do agente 
terapêutico (17,28,30,32,50,52). Polímeros sintéticos apresentam a vantagem de 
manter a liberação do agente terapêutico encapsulado em períodos prolongados 
(30,43). Já polímeros naturais possuem uma duração relativamente mais curta de 
liberação e, em geral, sua utilização é limitada, devido à necessidade do uso de 
solventes orgânicos nocivos (como halogenados) e condições severas durante 
processo de formulação (43). 
 
 
Figura 2: Fórmula estrutural do PLGA, monômeros de ácido láctico e de ácido glicólico. 
 
NP feitas com PLA, PGA e PLGA são predominantemente formuladas pelo 
método de emulsificação, difusão, seguida pela evaporação do solvente e 
precipitação ou por meio de técnicas de deslocamento de solvente, enquanto que as 




nanoprecipitação (17,43). Infelizmente, NP de PLGA formuladas utilizando a técnica 
de dupla emulsão seguida pela evaporação do solvente apresentam geralmente 
distribuição heterogênea de tamanho (43). O tamanho dessas partículas pode ser 
ajustado por meio da alteração da composição química, bem como, do método de 
fabricação (47). Vários métodos de extrusão têm sido desenvolvidos para formular 
partículas de tamanho menor em larga escala (43). 
Variados agentes terapêuticos podem ser encapsulados em NP utilizando a 
técnica de emulsão seguida pela evaporação do solvente (43). Essas NP são 
capazes de transportar substâncias adsorvidas à sua superfície, ligadas 
covalentemente, incorporadas à matriz polimérica, ou encapsuladas (17). 
Aprovadas pelo FDA para determinadas aplicações médicas e disponíveis 
comercialmente, as matrizes de PLA, PGA e PLGA são extensivamente investigadas 
para produção de DDS desde 1970 (28,32,46,51–53). Seus DDS são versáteis na 
entrega de fármacos e estas matrizes são amplamente utilizadas devido sua 
biodegradabilidade, biocompatibilidade e facilidade de processamento (43,47). 
Como poliésteres, na natureza, sofrem hidrólise simples da cadeia base do éster em 
meio aquoso, levando a clivagem da cadeia polimérica que, quando implantados no 
corpo, formam subprodutos biologicamente compatíveis e metabolizáveis (ácidos 
láctico e/ou glicólico) que, eventualmente, são metabolizados no organismo pelo 
ciclo de Krebs gerando como produtos da degradação CO2 e H2O (43,46,54–57). 
Esterases inespecíficas, predominantemente carboxilesterases e arilesterases, são 
as principais responsáveis pela hidrólise das ligações ésteres em substratos não 
carregados no plasma (27). 
Os produtos de degradação dos polímeros biodegradáveis são formados a 




(43). Esses polímeros foram testados quanto à toxicidade e segurança em vários 
estudos com animais e atualmente são muito utilizados em seres humanos para 
uma variedade de aplicações médicas regenerativas como suturas, implantes, 
dispositivos de fixação (parafusos, pinos, varetas), contraceptivos, enxerto para 
órgãos artificiais, suporte para produção de tecidos, entre outros (30,43,52,56). 
A biodegradabilidade e a taxa de liberação do fármaco de NP de PLGA pode 
ser alterada variando a proporção polimérica dos monômeros (ácido láctico e ácido 
glicólico), sendo este o fator predominante na determinação da taxa de degradação 
da matriz (43,46,47,51,52). A taxa de degradação também pode ser afetada pela 
massa molecular do polímero, cristalinidade, tamanho e condições como 
temperatura, pH, fluxo de fluido, carga mecânica, presença de enzimas no ambiente 
em que o sistema esteja (43). 
Estudos também demonstraram a possibilidade de controlar a 
degradabilidade dos DDS de PLA, PGA e PLGA mesclando esses poliésteres com 
outros polímeros biodegradáveis, sendo assim modificadas as propriedades físicas 
das matrizes presentes no sistema (51). Dependendo das propriedades 
termodinâmicas dos polímeros escolhidos, diferentes graus de separação de fases 
podem ser observados a partir dos polímeros misturados, provocando a variação do 
comportamento de degradação (51). Nos estudos de Park, Cohen e Langer a matriz 
de PLA foi misturada com PGA, óxido de polietileno, óxido de polipropileno e acetato 
de polietilenovinílico a fim de modificar a taxa de degradação dos DDS de PLA e 
avaliar o comportamento de liberação do fármaco (58). A miscibilidade, 
degradabilidade e liberação de fármacos em DDS nas misturas de PLGA/quitina, 
PLGA/polifosfazeno e PLGA/PVA foram estudadas pelos grupos de pesquisa de 




O fármaco aprisionado na matriz de PLGA é liberado a uma taxa sustentada 
por meio da sua difusão por meio da malha polimérica e por degradação da mesma 
(30). Desta forma, a liberação do agente terapêutico encapsulado pode ocorrer em 
uma escala variada de tempo, que pode durar de horas a meses (30,43). Há 
evidências de que a incorporação de enantiômeros de PLA em bloco leva à 
formação de estereocomplexos com melhoria de propriedades mecânicas e 
degradação mais lenta (47). 
NP de PLGA podem ser facilmente modificadas com polietilenoglicol (PEG) 
para acomodar elementos de direcionamento sítio-específico que respondam a 
algum tipo de estímulo quando presentes em um determinado ambiente (47). 
Estudos de biodistribuição demonstram que NP de PLGA aumentam o acúmulo de 
agentes de diagnóstico e/ou terapêuticos no tumor alvo, aumentando a 
permeabilidade e o efeito de retenção (28). NP de PLA copolimerizado com PEG e 
superfície modificada com ligantes, tal como o tripeptídeo Arg-Gly-Asp (RGD), 
demonstraram aumento da carga de fármacos, redução de efeitos adversos, 
prolongamento do tempo de residência in vivo, diminuição do reconhecimento e 
absorção por macrófagos e melhoria na entrega sítio-específica em tumores (53).  
Utilizando transportadores micelares poliméricos à base de PLA, foi possível 
observar que a taxa de liberação do fármaco CHB pode ser controlada de maneira 
eficaz alterando o pH do meio (53). 
O álcool polivinílico (PVA) tem sido o agente emulsificante mais comumente 
utilizado para a formulação de NP de PLGA, pois as partículas formadas usando 
este composto são relativamente uniformes e de menor tamanho, e são fáceis de 
serem re-dispersas em meio aquoso (43). Após preparo, uma pequena fração de 




absorção celular das mesmas (43). As NP com maior quantidade de PVA associado 
são relativamente mais hidrofílicas e reduzem a absorção celular quando 
comparadas com partículas com menor quantidade de PVA associado (43). Assim, 
as propriedades físicas e de absorção celular das NP podem ser modificadas por 
meio da variação da quantidade de PVA que permanece associada nas mesmas 
(43). 
O medicamento Lupron Depot® consiste em microesferas de PLGA contendo 
acetado de leuprorrelina e foi um dos primeiros DDS polimérico de liberação 
aprovado pela FDA, em 1989, para o tratamento de câncer de próstata e 
endometriose, sendo comercialmente bem sucedido desde então, atingindo vendas 
anuais de aproximadamente U$ 1,0 bilhão (32). Outros medicamentos aprovados 
pela FDA que utilizam nanoestruturas poliméricas biodegradáveis são: Nutropin 
Depot® (aprovado desde 1999), Risperdal® Consta® (aprovado desde 2003), Vivitrol® 
(aprovado desde 2006), Bydureon® (aprovado desde 2012), Doxil® (aprovado desde 
1995), Marqibo® (aprovado desde 2012), Abraxane® (aprovado desde 2005), entre 




Para prolongar a meia-vida de circulação evitando o reconhecimento pelo 
RES, pode ser realizada a modificação da superfície das NP por meio da adsorção 
física ou ligação química de polímeros hidrofílicos tais como PEG, PVA, óxido de 
polietileno, poloxâmeros, poloxaminas, polisorbato 80, polissacarídeos, entre outros 
(1,17,28). A adsorção ou ligação química de PEG é a prática mais frequente 




plasmática prolongada (16,17,28). As moléculas de PEG formam uma camada 
hidrofílica de proteção sobre a superfície das partículas promovendo uma barreira 
que impede a ligação não específica de proteínas do sangue às NP (redução da 
opsonização e da ativação complementar), fazendo com que as partículas circulem 
por mais tempo pelo sistema atravessando sem problemas órgãos como pulmão, 
rim, células de Kupffer do fígado e reduzindo a taxa de fagocitose dos macrófagos 
do baço e consequentemente a eliminação pelo RES (16,17,28). 
Células interagem constantemente com a matriz extracelular (MEC) (61). A 
MEC é formada principalmente por proteínas fibrosas que servem como base 
estrutural e elástica dos tecidos tais como fibronectina e laminina que realizam a 
adesão entre a MEC e as células. Além disso, é formada por cadeias de 
polissacarídeos como as glicosaminoglicanas (GAG) e proteoglicanas, que formam 
um material gelatinoso resistente à compressão e que permite a difusão de 
nutrientes, hormônios e outros compostos (61,62). A MEC pode ser associada 
diretamente ao volume e à força dos tecidos, além de servir de base para o 
crescimento, a divisão e a migração celular, desempenhando importantes funções 
de suporte e organização além de servir como meio para acesso às células e 
realização da comunicação celular (61,62). É um sistema dinâmico e interativo que 
desempenha papel importante na regulação do comportamento celular, sendo 
constantemente remodelado de acordo com a demanda dos tecidos (61). 
Moléculas presentes na MEC podem ser extensíveis e flexíveis, e a distensão 
mecânica pode expor os sítios de interação dos receptores de adesão e fatores de 
crescimento presentes na superfície celular, como representado na Figura 3A (62). 
No entanto, a função da MEC vai além da estrutura e suporte, pois influencia 




das células, fornecendo sinais transmitidos ao citoesqueleto o que determina o 
destino celular (62). 
No câncer, a MEC tem papel de extrema relevância, principalmente em 
processos metastáticos (63). A colonização de sítios secundários exige eventos de 
desadesão e posterior adesão das células à MEC de maneira direta e controlada  
(63,64). A organização do microambiente tecidual e o processamento de fatores de 
crescimento e ativação de moléculas de adesão celular são essenciais para a 
progressão tumoral (64). A degradação da MEC é um pré-requisito para o reparo 
tecidual, migração celular e liberação de fatores de crescimento e peptídeos 
bioativos (65). Diferentes proteases têm sido associadas a esses processos, tais 
como as MMP (do inglês, matrix metalloproteinases), outras famílias de proteases 
(serino, cisteína e aspártico proteases), as ADAM (do inglês, disintegrin and 
metalloproteinase) e as ADAMTS (do inglês, disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motifs) (64,65). Diante da importância e da complexidade de suas 
interações, a MEC tornou-se alvo de pesquisas, visto que seu entendimento 
representa avanços em potencial para o desenvolvimento de novos fármacos 
antimetastáticos e tratamentos do câncer (64). 
Integrinas são mediadoras e promovem a comunicação do citoesqueleto com 
proteínas plasmáticas presentes na MEC (65). Além de promover a adesão, as 
integrinas são reconhecidas moléculas de sinalização capazes de realizar a 
transdução de mensagens por vias de sinalização clássica, graças a sua estrutura 
molecular (65,66). Desse modo, as integrinas podem ser consideradas fundamentais 
para a proliferação, migração, longevidade e manutenção das funções específicas 







Figura 3: Ilustração do processo de adesão de (a) uma célula que contém receptores superficiais 
integrina às proteínas com RGD presentes na MEC e (b) na presença de um biomaterial 
funcionalizado com RGD. 
 
A entrega de agentes terapêuticos em tecidos específicos foi possibilitada 
devido a uma série de descobertas, tais como os anticorpos monoclonais, 
receptores específicos expressos apenas em determinados tecidos e do 
desenvolvimento de técnicas de conjugação que ligam anticorpos, peptídeos ou 




direcionadores foi apresentada em 1975, porém, foram necessários 20 anos para o 
desenvolvimento de ferramentas contendo esses anticorpos para tratamentos de 
câncer (14,43). Uma característica ideal para uma molécula direcionadora é que ela 
seja expressa em células tumorais, mas não em células saudáveis (14). Vários 
tratamentos de câncer utilizando anticorpos direcionadores para tipos específicos de 
câncer já foram aprovados pelo FDA e são aplicados em tratamentos clínicos (14). 
Proteínas adesivas, embora estruturalmente sejam diferentes, requerem 
sequências de reconhecimento semelhante para se ligarem às integrinas e possuem 
em comum um resíduo de ácido aspártico ou de ácido glutâmico exposto, 
geralmente, em dobras estendidas e flexíveis (67,68). Das sequências de 
aminoácidos que contêm ácido aspártico capazes de se ligarem às integrinas, a 
mais frequente e mais estudada é a sequência arginina-glicina-ácido aspártico (Arg-
Gly-Asp ou RGD, Figura 4), também conhecida como "sítio universal de 
reconhecimento celular" (67,68). 
 
 





A expressão de receptores específicos ocorre em algumas células 
cancerosas proporcionando marcadores distintos para entrega de agentes de 
contraste, quimioterápicos e/ou de diagnóstico (69). Processos angiogênicos são 
regulados por receptores como a integrina ανβ3, a qual funciona como receptor de 
proteínas reconhecidas por meio da sequência do RGD (70). Este tripeptídeo tem 
elevada afinidade com a integrina αvβ3 e, por isso, é muito utilizado em 
experimentos para entrega sítio-específica de fármacos, gene e agentes de imagem 
(69). A integrina ανβ3 é muito expressa em células tumorais de mama e 
glioblastomas (70). 
O uso de DDS pode ocasionar a entrega sítio-específica de fármacos por vias 
de direcionamento ativas e/ou passivas (43). Entretanto, para alguns grupos de 
pesquisa, a nanotecnologia ainda não permite especificidade para tumores e a dita 
liberação controlada do agente encapsulado (1). Mas, já se sabe que NP que 
reúnem funções de direcionamento passiva e/ou ativa têm maior potencial de 
aplicação clínica (Figura 3B) (69). 
Processos de modificação superficial empregando rotas húmidas, tratamento 
com gás ionizante e aplicação de monocamadas de silanos exigem condições que 
podem acabar por limitar e até mesmo impossibilitar a aplicação (57). Uma 
alternativa viável para funcionalizar a superfície de poliésteres é pela conjugação de 
grupos amina não ligados a terminais de ácidos carboxílicos livres do polímero 
formando carbodiimidas (71). A conjugação com biomoléculas pode ser realizada 
por meio da ligação com N-(3-dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida (EDC) e 1-
hidroxi-2,5-pirrolidinediona (NHS) (72). Desta forma, grupos carboxílicos livres do 
PLGA reagem com EDC e NHS e, em seguida, pode ser introduzido um ligante sítio-




seus terminais amino devem estar disponíveis para formar ligação com o EDC/NHS 
ligado previamente à superfície da NP (71–74). 
A formação de ligações altamente adesivas entre mexilhões marinhos com 
materiais presentes em seu habitat instigou pesquisadores a estudar esses 
mecanismos (75). Outra forma simples e eficaz de modificação da superfície de NP, 
é pelo uso de substâncias orgânicas extraídas desses organismos, pois apresentam 
excelente capacidade adesiva em diversas superfícies inorgânicas e/ou orgânicas 
(69,75). O composto proteico 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina e seus derivados, como a 
3,4-dihidroxi-feniletanamina (dopamina), são muito utilizados em métodos para 
modificação superficial (57,66). Correspondem a estruturas miméticas da proteína 
Mefp-5 (do inglês, Mytilus edulis foot protein) que exibe elevada capacidade de 
adesão superficial (57,75). O processo de polimerização da dopamina à 
polidopamina (DOPA) envolve a oxidação de catecol a quinona, que reage com 
outros catecóis e/ou outras quinonas para formar dopamina polimerizada de maneira 
muito semelhante à formação de melanina (57,66). Estando a superfície das NP 
recoberta com DOPA, novas ligações podem ser formadas por meio de adições de 
Michael ou reações com bases de Schiff incorporando-os à superficie (66). Esse 
método pode ser utilizado para funcionalizar ampla gama de NP independente da 
sua reatividade superficial. A única exigência é que a molécula do ligante apresente 
grupos funcionais nucleofílicos tais como aminas ou tióis (66). Sobre a camada de 
DOPA da superfície das NP pode assim ser realizada a funcionalização secundária 
com peptídeos ou outros tipos de ligantes (57,76). 
No presente trabalho, NP de PLGA contendo o fármaco antitumoral CHB 
foram produzidas pelo método de simples emulsificação e evaporação do solvente 




dois procedimentos distintos de funcionalização superficial primária (EDC/NHS e 
DOPA) e em seguida ambas foram funcionalizadas de maneira secundária com o 
peptídeo direcionador ciclo(Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys) (ciclo-RGD). Essas formulações 
foram então caracterizadas espectroscopicamente, termicamente, morfologicamente 























Desenvolver sistemas nanoestruturados biodegradáveis constituídos pelo 
copolímero ácido poli(D,L-láctico-co-glicólico) incorporando em sua estrutura o 
fármaco antitumoral clorambucil e funcionalizando a sua superfície com dois ligantes 
diferentes (EDC/NHS e DOPA) para acoplar o peptídeo sítio-específico ciclo(Arg-




 Otimizar a técnica de produção dos sistemas nanoestruturados de modo que 
sejam obtidas partículas que apresentem tamanho, superfície e demais 
características adequadas para aplicação in vivo, 
 Determinar características físico-químicas das nanoestruturas produzidas: 
diâmetro, potencial zeta, eficiência de encapsulamento, estabilidade, 
temperatura de transição vítrea, composição, capacidade de emissão de 
fluorescência, comportamento de liberação, 
 Caracterizar morfologicamente as NP produzidas por meio de microscopia 
eletrônica de varredura, 
 Avaliar o potencial para aplicabilidade terapêutica dos nanossistemas 
produzidos por meio de ensaios de citotoxicidade, 
 Estudar a sítio-especificidade das NP produzidas por meio de processos de 

























Listados abaixo, encontram-se os reagentes utilizados para produzir, 
caracterizar e avaliar as NP: 
 
 1-hidroxi-2,5-pirrolidinediona, NHS, C4H5NO3, massa molar de 115,1 g/mol, 
grau de pureza superior a 97%, marca Sigma-Aldrich®, 
 Acetato de sódio anidro P.A., CH3COONa, massa molar de 82,0 g/mol, teor 
mínimo de 99,0%, marca Vetec Química Fina®, 
 Ácido acético glacial P.A., C2H4O2, massa molar de 60,0 g/mol, dosagem 
mínima de 99,7%, marca Vetec Química Fina®, 
 Ácido poli(D,L-láctico-co-glicólico), PLGA, do inglês, poly(lactic-co-glycolic 
acid), [C3H4O2]x[C2H2O2]y, proporção 50:50, massa molar entre 40.000,0 – 
75.000,0 g/mol, grau de pureza acima de 99,9%, marca Sigma-Aldrich®, 
 Álcool polivinílico, PVA, do inglês, Polyvinyl Alcohol, [-CH2CHOH-]n, massa 
molar entre 13.000,0 – 23.000,0 g/mol, hidrolisado entre 87,0 – 89,0%, marca 
Sigma-Aldrich®, 
 Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium, MTT, 
C18H16BrN5S, massa molar de 414,3 g/mol, grau de pureza acima de 98,0%, 
marca Sigma-Aldrich®, 
 Brometo de potássio, KBr, massa molar de 119,0 g/mol, grau FTIR, pureza 




 Ciclo(Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys), peptídeo, C27H41N9O7, massa molecular de 
603,7 g/mol, marca Peptides International®, 
 Clorambucil, CHB, do inglês, chlorambucil, C14H19Cl2NO2, massa molar de 
304,2 g/mol, grau de pureza acima de 98,0%, marca Sigma-Aldrich®, 
 Cloridrato de dopamina, (HO)2C6H3CH2CH2NH2·HCl, massa molar de
189,6 g/mol, marca Sigma-Aldrich®, 
 Diclorometano P.A., CH2Cl2, grau analítico de pureza, teor acima de 99,0%, 
marca J.T.Baker®, 
 Dimetilsulfóxido P.A., DMSO, C2H6OS, massa molar de 78,1 g/mol, grau 
biológico de pureza, teor acima de 99,9%, marca Sigma-Aldrich®, 
 D-MEM, do inglês, Dulbecco's Modified Eagle Medium, com alta concentração 
de glicose, em forma de pó liofilizado, marca Gibco®, 
 Fosfato de sódio bibásico dihidratado P.A., Na2HPO4.2H2O, massa molar de 
178,0 g/mol, grau de pureza acima de 99,0%, marca Vetec Química Fina®, 
 Fosfato de sódio monobásico monohidratado P.A., NaH2PO4.H2O, massa molar 
de 138,0 g/mol, grau de pureza acima de 98,0%, marca Vetec Química Fina®, 
 Mistura de antibióticos, 5,0 mg/mL de penicilina, 5,0 mg/mL de estreptomicina e
10,0 mg/mL de neomicina em solução salina, marca Gibco®, 
 N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida, EDC, C8H17N3, massa molar de 
155,2 g/mol, grau de pureza superior a 97,0%, marca Sigma-Aldrich®, 
 Pastilha para preparo de solução salina tampão de TRIS 
(tris(hidroximetil)aminometano), (HOCH2)3CNH2, pH 8,0 a 25,0°C, marca 
Sigma-Aldrich®, 
 Solução aquosa de glutaraldeído, OHC(CH2)3CHO, massa molar de




 Soro fetal bovino, SBF, certificado, originado dos Estados Unidos da América, 
nível de endotoxinas abaixo de 5,0 unidades/mL e nível de hemoglobina abaixo 
de 10.0 mg/dL, marca Gibco®, 
 Tripsina de pâncreas bovino, pó liofilizado, massa molar de 23,3 kDa, acima de 
7.500,0 unidades BAEE/mg, marca Sigma-Aldrich®. 
 
Todos os demais reagentes utilizados durante a execução deste projeto 





Abaixo estão listados os equipamentos que foram utilizados durante a 
execução deste projeto: 
 
 Agitador de tubos tipo vortex, marca IKA®, modelo labdance, 
 Agitador magnético, marca IKA®, modelo Topolino, 
 Balança analítica, marca Shimadzu®, modelo AX200, 
 Capela de fluxo laminar unidirecional, marca Veco®, modelos CFLV 12, 
 Centrífuga de bancada para microtubos, marca Eppendorf®, modelo MiniSpin, 
 Dispersador de alto desempenho Ultraturrax, marca IKA®, modelos T25, 
equipado com o elemento de dispersão S25N-25F, 
 Dispersador de alto desempenho Ultraturrax, marca IKA®, modelos T10, 




 Espectrofotômetro de fluorescência, marca Hitachi High-Technologies 
Corporation®, modelo F-7000, 
 Espectrofotômetro de Infravermelho com transformada de Fourier, marca 
Shimadzu®, modelo IRPrestige-21, 
 Espectrofotômetro para microplacas, marca SpectraMax®, modelo M2, 
 Espectrofotômetro Ultravioleta-visível (UV-vis), marca Hitachi Hight-
Technologies Corporation®, modelo U-3900H, 
 Estufa incubadora de CO2, marca Thermo Scientífic
®, modelo 8000 WJ, 
 Instrumento para análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC), marca 
Shimadzu®, modelo DSC-60A, 
 Instrumento para medida simultânea de análise termogravimétrica (TGA) e 
térmica diferencial (DTA), marca Shimadzu®, modelo DTG-60A, 
 Medidor de tamanho e potencial zeta, marca Malvern Instruments Limited®, 
modelo Zetasizer Nano ZS, 
 Micropipetas automáticas com escalas variáveis de 2-20 μL, 20-200 μL e 100-
1.000 μL, marca Capp®, modelo Ecopipette, 
 Microscópio eletrônico de varredura marca FEI®, modelo Quanta 250 FEG, 




Quando necessário, medidas de massa foram realizadas em triplicata, 
zerando a balança antes de cada medição, usando luvas, pinças e espátulas. 
Soluções aquosas foram preparadas com água ultrapura obtida de um sistema 




próximo a 14,00 mΩ.cm. Com a finalidade de dar mais agilidade aos processos de 
produção dos sistemas nanoestruturados e aumentar a reprodutibilidade dos 
ensaios propostos, foram preparadas as soluções estoque descritas a seguir. Após 
preparo, todas as soluções foram estocadas em refrigerador. 
 
Soluções Estoque de Álcool Polivinílico 
 
Solução estoque de PVA na concentração de 2,0%(m/v) foi preparada pela 
adição de 2,0 g de PVA em béquer de vidro contendo 99,0 mL de água aquecida 
(temperatura inferior a 60,0°C) e sob agitação branda até completa solubilização. A 
esta mistura foi adicionado 1,0 mL de solução de antibiótico para prevenir o possível 
crescimento de micro-organismos. Quando pronta, a solução foi transferida para 
recipientes plásticos esterilizados contendo 50,0 mL de solução cada. 
 
Solução Tampão Fosfato de Sódio 
 
Para preparo de um litro de solução tampão fosfato (PBS, do inglês, 
Phosphate Buffered Saline) 0,1 mol/L, com pH 7,4, foram medidas as seguintes 
massas: 9,000 g de cloreto de sódio, 0,520 g de fosfato de sódio monobásico e 
2,300 g de fosfato de sódio bibásico. Esses compostos foram solubilizados em 1,0 L 
de água ultrapura. Foi medido o pH da solução, sendo necessário, o mesmo foi 






Solução Tampão Acetato de Sódio e Ácido Acético 
 
Para o preparo dessa solução, inicialmente foi preparado 100,0 mL de 
solução de ácido acético 0,1 mol/L, tranferindo 570,0 µL de ácido acético glacial P.A. 
para um balão volumétrico de 100,0 mL e completando o volume com água 
ultrapura. Em seguida, foi preparada uma solução de acetato de sódio na 
concentração de 0,1 mol/L. Para isso, foi medido aproximadamente 0,820 g desse 
sal anidro P.A. sendo em seguida essa massa solubilizada com água ultrapura e 
transferida quantitativamente para um balão volumétrico de 100,0 mL. Ambas as 
soluções foram então misturadas e a solução resultante foi transferida para um 
frasco com tampa. O pH da solução obtida foi medido e, quando necessário, 
ajustado para 4,7 com a adição das soluções de HCl 0,1 mol/L ou NaOH 0,1 mol/L 
disponíveis no laboratório. 
 
Solução Salina Tampão de TRIS 
 
Para preparo da solução estoque salina de tampão TRİS, uma pastilha 
contendo sais foi dissolvida em 75,0 mL de água ultrapura, obtendo-se uma solução 
na concentração de 0,01 mol/L de TRİS e 0,03 mol/L de NaCl. O pH dessa solução 
foi medido e, se necessário, ajustado para 8,6 com a adição das soluções de HCl 







Solução Aquosa de Glutaraldeído 2,5%(m/v) 
 
Para realizar a fixação das formulações biológicas foi preparada uma solução 
de glutaraldeído 2,5%(m/v) pela diluição de 10,0 mL de solução de glutaraldeído 
25,0%(m/v) em 90,0 mL de água ultrapura. Em seguida, a solução obtida foi então 




Preparo das NP 
 
Foi proposta a incorporação do fármaco antineoplásico CHB na matriz de 
partículas esféricas compostas pelo polímero PLGA obtidas pelo método de simples 
emulsificação seguido pela evaporação do solvente. Procedimento semelhante já foi 
realizado e descrito em trabalho anterior do presente autor desta tese (50). 
As NP foram funcionalizadas ou não por meio de duas formas distintas: 
a) incorporação na superfície do peptídeo sítio-específico ciclo(Arg-Gly-Asp-D-
Tyr-Lys) por meio da ligação carbodiimida utilizando EDC/NHS (ligação direta), 
b) incorporação na superfície do peptídeo sítio-específico ciclo(Arg-Gly-Asp-D-
Tyr-Lys) por meio da associação utilizando DOPA (ligação indireta). 
As formulações produzidas estão listadas na Tabela 1, sendo em seguida 





Tabela 1: Relação das formulações preparadas pelo método de simples emulsificação e evaporação 
do solvente sem e com funcionalização superficial. 
Denominação Composição 
NP.Vazia Vazia (apenas PLGA) 
NP.Vazia.EDC/NHS Vazia com EDC/NHS 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP Vazia com EDC/NHS e Peptídeo 
NP.Vazia.DOPA Vazia com Dopamina 
NP.Vazia.DOPA.PEP Vazia com Dopamina e Peptídeo 
NP.CHB Com CHB 
NP.CHB.EDC/NHS Com CHB, com EDC/NHS 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP Com CHB, com EDC/NHS e Peptídeo 
NP.CHB.DOPA Com CHB, com Dopamina 
NP.CHB.DOPA.PEP Com CHB, com Dopamina e Peptídeo 
 
Na Figura 5 são apresentados modelos propostos para as formulações 
produzidas sendo evidenciadas as modificações superficiais realizadas. 
 
 
Figura 5: Modelos propostos para as NP produzidas. Na sequência: (a) NP.Vazia, (b) 
NP.Vazia.EDC/NHS, (c) NP.Vazia.EDC/NHS.PEP, (d) NP.Vazia.DOPA, (e) NP.Vazia.DOPA.PEP, (f) 






Simples Emulsificação e Evaporação do Solvente 
 
Para preparo de cada formulação, aproximadamente 0,100 g do polímero 
PLGA foi medido e solubilizado em 10,0 mL de diclorometano. Em seguida, foram 
adicionados aproximadamente 0,010 g de CHB à solução orgânica contendo o 
polímero. Essa solução foi então adicionada lentamente sobre 10,0 mL de solução 
aquosa de PVA 2,0%(m/v) que se encontrava sob agitação a 17.000 rpm em 
processso de emulsificação. Após adição e emulsificação, a emulsão obtida foi 
submetida à agitação magnética no interior de uma capela de exaustão ligada até 
que houvesse a completa evaporação do solvente orgânico e a precipitação das NP 
esféricas de fármaco/polímero. Em seguida, as formulações foram centrifugadas a 
10.000 rpm por 20 minutos e lavadas três vezes com água ultrapura. Por fim, essas 
NP foram ressuspensas em um volume de aproximadamente 1,0 mL de solução 
tampão PBS e estocadas em freezer a -20,0º C. Todas as formulações contendo 
CHB foram submetidas a esse procedimento inicial. As formulações de NP vazias 
foram obtidas pelo mesmo procedimento, exceto pela não adição do fármaco à fase 
orgânica no início do processo. Todas as formulações deste trabalho foram obtidas 






Figura 6: Simples emulsificação e evaporação do solvente para preparação de NP de PLGA. (a) 
0,100 g de PLGA e 0,010 g de CHB solubilizados com 10,0 mL de diclorometano, (b) sobre 10,0 mL 
de PVA 2,0%(m/v) em agitação de 17.000 rpm foi adicionada a fase orgânica, (c) agitação magnética 
da emulsão até que ocorresse a completa evaporação do solvente, (d) as NP precipitadas foram 
centrifugadas a 10.000 rpm e lavadas três vezes com água ultrapura, (e) a formulação foi guardada 
em freezer à -20,0º C. 
 
Funcionalização das NP Por Meio de Acoplamento (EDC/NHS) 
 
Para funcionalização direta das partículas com ciclo-RGD, foi utilizado como 
agente de ligação superficial EDC/NHS em condição levemente ácida. Foram 
medidas aproximadamente 0,004 g de NHS e 0,065 g de EDC em microtubos 
separados. Após, cada massa foi solubilizada separadamente com 2.000 µL de 
solução tampão acetato mantida em pH 4,7. Para uma formulação contendo 
aproximadamente 0,100 g de NP em um microtubo de 2,0 mL foram adicionados 
500 µL da solução de NHS e 500 µL da solução de EDC. Uma pequena barra de 
agitação magnética foi adicionada a este microtubo e, sendo mantido ao abrigo da 




uma chapa de agitação. Após esse período, a agitação foi suspensa e as 
formulações foram centrifugadas a 3.000 rpm pelo período de 10 minutos. Em 
seguida, o sobrenadante de cada tubo foi descartado e 500 µL de solução tampão 
PBS mantido em pH 7,4 foi adicionado ao precipitado. Após esse procedimento, as 
formulações já funcionalizadas com EDC/NHS foram acondicionadas a -20°C em 
sistema de refrigeração (69,74,81–83). 
As formulações submetidas a esse procedimento foram: NP.Vazia.EDC/NHS, 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP, NP.CHB.EDC/NHS e NP.CHB.EDC/NHS.PEP. 
 
Funcionalização das NP com Agente de Recobrimento (DOPA) 
 
Para funcionalização indireta com DOPA como agente de recobrimento 
superficial e substrato para associação secundária do ciclo-RGD, foi realizada uma 
polimerização da dopamina em condição levemente alcalina. Aproximadamente 
0,002 g de cloridrato de dopamina foi solubilizado com 2.000 µL de solução tampão 
TRİS mantida em pH 8,6. Para cada formulação contendo aproximadamente 0,100 g 
de NP que seriam funcionalizadas, foram adicionados 500 µL dessa solução. Uma 
pequena barra de agitação magnética foi adicionada em cada microtubo que foi 
mantido ao abrigo da luz. A agitação da suspensão resultante ocorreu pelo período 
de 4 horas sobre uma chapa de agitação. As formulações foram então centrifugadas 
a 3.000 rpm por 5 minutos, sendo em seguida o sobrenadante descartado. Um 
segundo procedimento de incubação com solução de cloridrato de dopamina foi 
realizado. Para isso, foi medido aproximadamente 0,003 g de cloridrato de dopamina 
solubilizado com 2.000 µL de solução tampão TRİS. Em cada formulação foi 




adicionadas aos microtubos, e, ao abrigo da luz, foi realizada a agitação da 
suspensão pelo período de 2 horas. Após essa segunda incubação, a agitação foi 
suspensa e as formulações foram centrifugadas à 3.000 rpm pelo período de 5 
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 500 µL de solução tampão 
PBS mantida em pH 7,4 foi adicionado ao precipitado. Após esse procedimento as 
formulações já funcionalizadas com DOPA foram acondicionadas em sistema de 
refrigeração a -20°C. (76,84,85) 
As formulações submetidas a esse procedimento foram: NP.Vazia.DOPA, 
NP.Vazia.DOPA.PEP, NP.CHB.DOPA e NP.CHB.DOPA.PEP. 
 
Funcionalização das NP com Ciclo-RGD: Acoplamento com 
EDC/NHS e Associação com DOPA 
 
Para adicionar à superfície das partículas o peptídeo, inicialmente foi 
adicionado 50 µL de DMSO e 950 µL de solução tampão PBS ao frasco contendo 
1,0 mg do peptídeo ciclo(Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys) liofilizado. Em cada microtubo 
contendo as formulações que seriam funcionalizadas com esse peptídeo, foram 
adicionados 100 µL da solução de peptídeo e uma pequena barra de agitação 
magnética. Ao abrigo da luz, foi realizada agitação da suspensão resultante pelo 
período de 1 hora sobre uma chapa de agitação. As formulações foram então 
centrifugadas a 3.000 rpm pelo período de 5 minutos sendo, em seguida, o 
sobrenadante descartado e 100 µL de solução tampão PBS adicionado a cada 





As formulações submetidas a esse procedimento foram: 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP, NP.CHB.EDC/NHS.PEP, NP.Vazia.DOPA.PEP, 
NP.CHB.DOPA.PEP. 
 
Caracterização das NP 
 
Foram realizadas análises espectroscópicas e calorimétricas das NP e seus 
constituintes, medidas de distribuições de tamanho por meio da técnica de 
espalhamento dinâmico da luz (DLS, do inglês, Dynamic Light Scattering), a 
determinação da carga superficial por meio de medidas de potencial zeta, a 
avaliação da quantidade de fármaco encapsulado, o estudo da cinética de liberação 
do fármaco, a avaliação morfológica dos sistemas realizada por meio de microscopia 
eletrônica de varredura (MEV) e estudos sobre a citotoxicidade e internalização das 




Espectroscopia de Fluorescência 
 
Espectros de emissão de fluorescência foram obtidos para os compostos em 
estudo utilizando um espectrofluorímetro modelo F-7000 da marca Hitachi®. Os 
registros foram realizados utilizando uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 
óptico contendo as suspensões em estudo. Os espectros foram registrados de 
maneira a cobrir uma faixa espectral de 200,0 a 800,0 nm, escaneamento com 




abertura(78). Os dados foram tratados com o software FL Solutions 2.1® e 




Espectros de infravermelho das diversas formulações produzidas e reagentes 
utilizados foram obtidos utilizando um espectrofotômetro FTIR (do inglês, Fourier 
Transform Infrared), modelo IR Prestige 21 da marca Shimadzu®. Para leitura foram 
utilizadas pastilhas de brometo de potássio com massa média de 70,0 mg 
preparadas com aproximadamente 2,5% de formulação, prensadas a 80,0 KN pelo 
período de 3,0 minutos. Para cada leitura foram obtidos 40 medidas, com resolução 
de 4,0 cm-1 na região compreendida entre 400,0 e 4.000,0 cm-1 no modo de 
porcentagem de transmitância (78). Os dados foram tratados com o software IR 
Solution 1.50® e transferidos para o programa de construção gráfica GraphPad 
Prism 6.01®. 
 
Espectroscopia de Absorção na Região UV-Vis 
 
Espectros de absorção eletrônica dos sistemas em estudo foram obtidos 
utilizando um espectrofotômetro UV-Vis de duplo feixe, duplo monocromador e com 
fotomultiplicador da marca Hitachi®, modelo U-3900H. Durante as medidas a fenda 
para passagem de luz foi mantida com 2,0 nm de abertura e foram utilizadas 
cubetas de quartzo com caminho óptico de 1,0 cm. Antes do início das leituras, foi 
obtida linha de base utilizando apenas o meio no qual as formulações estariam 




contendo a formulação solubilizada ou em suspensão aquosa no equipamento. 
Foram obtidas medidas de absorbância pelo modo de varredura dentro da faixa 
espectral de 200,0 a 800,0 nm, com velocidade de escaneamento de 600,0 nm/min 
(78). Os dados obtidos foram tratados com o software UV Solutions 3.0® e 
transferidos para o programa GraphPad Prism 6.01®. 
 
Curva de Calibração 
 
Por meio de medidas espectrofotométricas na região UV-Vis, foi obtida uma 
curva de calibração para o fármaco antitumoral CHB solubilizado em meio aquoso. 
Para cada ponto da curva foram preparadas três soluções padrões de mesma 
concentração utilizadas para realiazar medidas em triplicata. Nos ensaios em que foi 





Termogravimétrica e Diferencial Simultânea (TGA/DTA) 
 
Para obtenção das curvas TGA/DTA as formulações foram maceradas e, 
então, massas entre 3,0 e 7,0 mg foram medidas e transferidas para um cadinho de 
platina. Os ensaios foram realizados em sistema de análise térmica diferencial e 
termogravimétrica da marca Shimadzu®, modelo DTG-60A, sob atmosfera dinâmica 
de nitrogênio a 50,0 mL.min-1 e razão de aquecimento de 5,0º C.min-1, no intervalo 




foi calibrado previamente, utilizando como padrão oxalato de cálcio monohidratado 
conforme norma ASTM 1582-93. As curvas obtidas foram tratadas usando o 
software TA-60WS® e transferidas para o programa de construção de gráficos 
GraphPad Prism 6.01®. 
 
Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 
 
Para obtenção da curva de DSC (do inglês, Differential Scanning Calorimetry), 
a formulação foi masserada e transferida para um cadinho de alumínio onde foi 
medida a massa de aproximadamente 3,0 mg. Em seguida, o material a ser 
analisado foi selado pelo uso de uma prensa apropriada. Os ensaios foram 
realizados em um aparelho da marca Shimadzu®, modelo DSC-60A, sob atmosfera 
dinâmica de nitrogênio de 50,0 mL.min-1 e razão de aquecimento de 5,0º C.min-1, no 
intervalo de temperatura compreendido entre 30,0 e 150,0º C. O equipamento de 
DSC foi previamente calibrado com índio metálico (pureza acima de 99,99%,
Tfusão = 156,4º C). A caracterização dos eventos térmicos das formulações foram 
identificados nas curvas obtidas que foram tratadas utilizando o software TA-60WS® 
e transferidas para o programa GraphPad Prism 6.01®. 
 
Eficiência de Encapsulamento 
 
A avaliação da eficiência de encapsulamento (%EE) visa determinar a 
quantidade de fármaco incorporada ao sistema de liberação após a produção das 
formulações. A quantidade de fármaco que havia nas NP foi determinada pelo 
método direto empregando medidas espectroscópicas no máximo da absorção do 
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fármaco, com medidas em triplicata, e aplicando os valores obtidos na Equação 1. 
Para cada medida, aproximadamente 10,0 mg de NP foram adicionados a um 
microtubo juntamente com 1,0 mL de diclorometano. Para acelerar a 
desestruturação das NP, cada microtubo foi colocado em um vortex e mantido sob 
forte agitação durante dois minutos. Após, o solvente orgânico foi completamente 
evaporado no interior de um dessecador a pressão reduzida durante 24 horas. Foi 
adicionado então 1,0 mL de solução estoque água/etanol 10:1 às formulações 
contendo as NP desfeitas pela adição de diclorometano ocorrendo apenas a 
solubilização do fármaco. Essas soluções foram analisadas no espectrofotômetro 
UV-Vis obtendo uma estimativa da concentração do composto e, 
consequentemente, do quanto havia sido encapsulado (78). A quantificação da 
eficiência de encapsulamento foi determinada utilizando a seguinte equação 
(Equação 1): 
 
%𝐸𝐸 (%)(𝐷𝐼𝑅𝐸𝑇𝑂) = (
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝐹á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝐼𝑛𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑑𝑜
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝐹á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
) × 100% 
Equação 1: Eficiência de Encapsulamento pelo Método Direto 
 
O método indireto para determinar a %EE também foi empregado como 
ensaio confirmatório. Para obter essa estimativa, a quantidade incorporada de 
fármaco foi indiretamente determinada por meio da quantificação da concentração 
de fármaco presente na fase aquosa formada pelos sobrenadantes das lavagens 
realizadas no preparo das NP. Para realizar essa medida indireta foi aplicada a 
Equação 2. 
 
%𝐸𝐸 (%)(𝐼𝑁𝐷𝐼𝑅𝐸𝑇𝑂) = 100% −  (
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝐹á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑛ã𝑜 𝐼𝑛𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑑𝑜
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝐹á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
) × 100% 
Equação 2: Eficiência de Encapsulamento pelo Método Indireto 
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A aplicação desta segunda equação forneceu valores inferiores aos obtidos 
com o método direto (primeira equação), mas, não muito distintos. 
 
Perfil de Liberação 
 
A determinação do perfil de liberação (PL) foi realizada para as formulações 
contendo o fármaco CHB utilizando a técnica de espectroscopia na regıão UV-Vis 
(86). Foi transferido aproximadamente 0,0010 g de NP para um microtubo e, em 
seguida, foi adicionado 1.000 µL de solução tampão PBS. Essa suspensão foi 
agitada com o emprego de um homogeneizador mecânico (T10) em seu nível de 
velocidade 6 (aproximadamente 30.000 rpm) pelo período de 1,0 minuto. Após esse 
procedimento, 100 µL dessa suspensão foram transferidos para uma cubeta de 
quartzo e o volume foi completado para 3,0 mL com a adição de 2.900 µL de 
solução tampão PBS. Por doze dias, em intervalos de tempo previamente 
determinados, a quantidade liberada de CHB foi determinada por meio de medidas 
da absorbância dessa suspensão. A equação da curva de calibração do CHB foi 
utilizada para se determinar a concentração do fármaco em suspensão (78). Os 
resultados obtidos foram apresentados na forma de porcentagem de liberação 
cumulativa do composto ao longo do tempo utilizando para isso a Equação 3 
(77,87,88): 
 
𝐶𝐻𝐵 𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑑𝑜 (%) = (
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝐶𝐻𝐵 𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑑𝑜𝑡
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝐶𝐻𝐵 𝐸𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜
) × 100% 
Equação 3: Porcentagem de Liberação do CHB. 
 
Utilizando a Equação 3, para cada momento t (sendo feita uma medida a 
cada cinco minutos durante as primeiras 6 horas, posteriormente às 12 e 24 horas e, 
 67 
 
em seguida, a cada 12 horas até o décimo segundo dia) a quantidade de fármaco 
liberada foi dividida pela quantidade de fármaco que havia sido determinada como 
incorporada pelos cálculos de %EE pelo método direto descrito anteriormente 
(Equação 1). Esse ensaio foi realizado apenas com as formulações preparadas com 
o fármaco CHB e a média de cada triplicata foi considerada para construção das 
curvas de quantidade de fármaco liberada em função do tempo. 
 
Diâmetro Hidrodinâmico e Índice de Polidispersão 
 
Para realizar a caracterização dos parâmetros de diâmetro hidrodinâmico 
médio, distribuição de tamanho e potencial zeta foi utilizado um equipamento de 
espalhamento dinâmico de luz modelo Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments®. 
O equipamento possui como fonte de luz um laser vermelho de 5 mW, He-Ne, com 
comprimento de onda de 633,0 nm. As medidas foram realizadas com o detector 
posicionado no ângulo fixo de 12,5° em relação ao ângulo de incidência. Para 
realização das medições, aproximadamente 0,001 g de NP foram ressuspensas com 
1.000 µL de água ultrapura com auxílio de um homogeneizador mecânico (T10) em 
seu nível 6 de velocidade (~30.000 rpm) pelo período de 1,0 minuto. Desse volume, 
apenas 100 μL foram transferidos para uma cubeta de poliestireno com 1,0 cm de 
caminho óptico, juntamente com 900 μL de água ultrapura (concentração 
aproximada de 1,0 mg/mL de NP). Para cada formulação preparada foram 
realizadas três medidas de tamanho e PDI (do inglês, PolyDispersity Index), sendo 
que, para cada medida, foram executadas 30 leituras (33,36,41,78). Os dados foram 
coletados a 25,0º C e tratados com o programa Zetasizer 6.20®, e quando possível, 






Para determinar o potencial zeta das NP, 1.000 µL da suspensão coloidal 
preparada para medida de diâmetro hidrodinâmico e PDI, foram transferidos para 
uma célula eletroforética e as medidas foram realizadas utilizando o mesmo 
aparelho (Zetasizer Nano ZS), alterando a configuração do equipamento do modo 
size para o modo zeta (33,36,41,78). Como anteriormente, os dados foram coletados 
a 25,0º C e tratados com o programa Zetasizer 6.20®. 
 
Análise Morfológica das NP 
 
Para realização das medidas de microscopia eletrônica de varredura (MEV), 
aproximadamente 0,001 g de NP foi transferido para um microtubo e suspenso com 
900 µL de água ultrapura com o homogeneizador mecânico (T10) em seu nível 6 de 
velocidade (~30.000 rpm) pelo período de 1,0 minuto. Em uma lamínula circular 
limpa e esterilizada foram depositados 30 μL dessa suspensão. Em seguida, esse 
material foi introduzido no interior de um dessecador à temperatura ambiente e 
pressão reduzida por 24 horas. Foi decidido por não realizar qualquer tipo de fixação 
química adicional nessas formulações. Após desidratação, a lâmina foi fixada com 
fita adesiva condutora dupla face sobre um suporte de alumínio (frequentemente 
denominado como stub). Devido à baixa condutividade elétrica das NP, uma fina 
camada de ouro (com aproximadamente 40 nm de espessura) foi depositada 
revestindo as formulações por meio de um processo de metalização em atmosfera 
de argônio. Esse procedimento foi realizado utilizando um equipamento da marca 
Balzers®, modelo SCD-050. As formulações foram examinadas e fotografadas nos 
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aumentos entre 1.000 e 5.000 vezes, operando em tensão de aceleração de 5,0 kV 




Os ensaios de viabilidade celular foram realizados no laboratório do 
Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Biologia (IB) da Universidade 
de Brasília (UnB) em colaboração estabelecida com a Professora Dra. Jaqueline 
Rodrigues da Silva. A avaliação citotóxica foi realizada com células tumorais de 
mama da linhagem MCF-7 e células não tumorais da linhagem NIH-3T3. Foram 
utilizados materiais esterilizados e os procedimentos foram executados no interior de 
uma câmara de fluxo laminar da marca Veco, modelos CFLV 12, cuja luz ultravioleta 
permaneceu ligada por, pelo menos, 20 minutos antes de iniciar os procedimentos. 
Todas as formulações produzidas foram avaliadas ao longo deste ensaio. 
 
Condições de Cultura 
 
Para esse ensaio, foram utilizadas placas de cultura de 96 poços, sendo 
adotada a densidade padrão de 2,5 x 103 células/mm2. O volume de suspensão 
celular que deveria ser transferido para cada poço foi determinado inserindo a 
concentração de células obtido na garrafa por meio da Equação 4 (81): 
 
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠ã𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑒𝑚 𝑚𝐿 𝑝𝑜ç𝑜⁄ =  
2,5 × 104 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝐿⁄
 




Após adicionar o volume de suspensão celular, as placas foram 
acondicionadas em estufa incubadora com 5% de CO2 mantidas à 37° C pelo 
período de 24 horas. Em seguida, o meio de cultura contido nelas foi descartado e, 
em seu lugar, adicionado 100 μL de suspensão contendo a formulação em estudo 
na concentração preestabelecida, sendo assim iniciada a fase de tratamento após 
confirmação da adesão das células nas paredes das placas. 
Foram avaliadas suspensões das diversas formulações de NP produzidas em 
seis concentrações diferentes (9,0, 19,0, 31,0, 63,0, 156,0 e 313,0 mg(partículas)/L). 
Para cada concentraçã,o foi realizada uma triplicata e, após o tratamento, as células 
foram mantidas incubadas em estufa pelo período de 24, 48 ou 72 horas. 
Para preparar as formulações em suspensão, 0,200 g de NP foram 
ressuspensas com 2.000 µL de meio D-MEM, preparado pela equipe técnica e 
disponibilizado pelo laboratório, com o auxílio do homogeneizador mecânico (T10) 
em seu nível 6 de velocidade (~30.000 rpm) pelo período de 5 minutos. 
Passado o período de incubação, foi removido cuidadosamente o meio 
contendo o material em estudo e adicionado em seu lugar 15 μL de solução estoque 
de MTT e 135 μL de meio de cultura fresco. As placas foram novamente introduzidas 
em estufa de CO2 pelo período de três horas. Após esse período, foi removido o 
meio de cultura que continha MTT e adicionado em seu lugar 150 μL de DMSO. As 
placas foram então homogeneizadas com o emprego de uma micropipeta para que 
os cristais de formazano formados fossem completamente solubilizados. 
Empregando um leitor de microplacas da marca SpectraMax®, modelo M2, foi 
possível realizar a identificação espectroscópica deste composto na região do 
comprimento de onda de 595,0 nm, e consequentemente, assim, realizar uma 
estimativa do quanto as células tratadas estariam viáveis. Para cada placa utilizada 
no ensaio houve um grupo controle. A viabilidade das células não tratadas e 
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mantidas sob as mesmas condições das tratadas foi considerada como máxima 
(100,0%). A porcentagem de células viáveis que haviam sido submetidas a algum 
dos tratamentos foi determinada de acordo com a Equação 5: 
 
𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 (%) = (
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) × 100%  
Equação 5: Porcentagem de células viáveis 
 
Após experimento, as células desprezadas e todo material utilizado durante o 
ensaio foram lavados com solução aquosa de hipoclorito de sódio 5%(cloro ativo) e 
detergente (disponibilizados pelo laboratório) sendo posteriormente descartados 
após 24 horas. 
 
Avaliação da Ação Superficial das NP sobre as Células (Uptake) 
 
Semelhante ao que foi realizado ao longo do ensaio de viabilidade, para o 
ensaio de Uptake foram utilizadas placas de cultura, agora com 12 poços, sendo 
adotada a concentração padrão de 1,0 x 105 células/poço. O volume de suspensão 
celular que deveria ser transferido para cada poço foi determinado inserindo o dado 
da concentração obtido com o uso da Equação 6 (81): 
 
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠ã𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑒𝑚 𝑚𝐿 𝑝𝑜ç𝑜⁄ =  
1,0 × 105 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝐿⁄
 
Equação 6: Volume de suspensão celular para o ensaio de uptake. 
 
Antes de adicionar as células às placas, lamínulas circulares de vidro com 
diâmetro de 10,0 mm previamente limpas e esterilizadas foram adicionadas em cada 
poço sendo, em seguida, adicionada a suspensão celular. Na sequência, as placas 
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foram acondicionadas em estufa pelo período de 24 horas sendo após o meio de 
cultura contido nelas descartado e, em seu lugar, adicionado 1.000 μL de meio 
fresco contendo a formulação em estudo suspensa na concentração 
preestabelecida, sendo iniciado neste momento a fase de tratamento. 
Foram avaliadas suspensões contendo as diversas formulações de NP 
produzidas em duas concentrações (63,0 e 31,0 mg(partículas)/L). Para cada 
concentração, foi realizado uma duplicata e, durante o tratamento as células, foram 
mantidas incubadas em estufa pelo período de 24, 48 ou 72 horas. 
Para preparar cada formulação, 0,100 g de NP foi ressuspensa com 1.000 µL 
de meio D-MEM disponível no laboratório com o auxílio do homogeneizador 
mecânico (T10) em seu nível 6 de velocidade (~ 30.000 rpm) pelo período de 5,0 
minutos. 
Passado o período de tratamento, as placas foram retiradas da estufa, o meio 
removido cuidadosamente com o auxílio de um pipeta de Pasteur e descartado em 
solução aquosa de hipoclorito de sódio 5%(cloro ativo). Cada poço foi lavado duas vezes 
com água ultrapura e, em seguida, foi realizada a fixação química das células e 
demais materiais contidos na superfície da lamínula com a adição de 1.000 µL/poço 
de solução aquosa de glutaraldeído a 2,5%(m/v). As placas foram então 
acondicionadas por 24 horas em refrigerador a -20°C (89). 
Após esse período, a solução de fixação era descartada, as lamínulas 
retiradas dos poços e, após estarem secas, eram cuidadosamente fixadas com fita 
adesiva dupla face condutora sobre um suporte de alumínio (stub) sem que fossem 
realizados tratamentos extra de desidratação celular, como o uso de um 
equipamento de ponto crítico. Uma fina camada de ouro era então depositada 
revestindo as formulações por meio de um processo de metalização em atmosfera 
de argônio. Esse procedimento foi realizado utilizando um equipamento da marca 
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Balzers®, modelo SCD-050. As formulações foram examinadas e fotografadas no 
aumento de 5.000 vezes, operado em tensão de aceleração de 5,0 kV no modo de 
detecção de elétrons secundários (89). 
 
Análises Estatísticas e Gráficas 
 
Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados numéricos 
apresentados como uma média ± desvio padrão (SD, do inglês, Standard Deviation). 
As análises estatísticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism®, 
versão 6.01. A diferença estatística entre grupos foi determinada pela ANOVA e pelo 
teste t de Student, teste de Tukey, sendo considerado estatisticamente significativo 
P < 0,0010. Para auxílio da construção dos gráficos também foi empregado o 




As referências apresentadas neste trabalho foram geradas empregando o 
programa Mendeley Desktop®, versão 1.17.9 da Glyph & Cog©, obtido gratuítamente 
pelo site https://www.mendeley.com/. 
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Produção das Formulações 
 
Pelo método de simples emulsificação e evaporação do solvente, foi possível 
produzir formulações de partículas de PLGA contendo ou não o fármaco CHB. Esse 
método foi escolhido devido à sua grande versatilidade, ampla gama de aplicações, 
facilidade de transposição para escala industrial e possibilidade de ajuste de 
parâmetros, como tamanho e carga da partícula, por meio de mudanças simples das 
condições de realização do processo (77,78). 
Incubações breves ocorreram a fim de realizar a funcionalização primária da 
superfície dessas NP mediante ligação direta, mantendo-as em solução aquosa 
levemente ácida contendo EDC e NHS, ou por meio de ligação indireta (associação), 
mantendo-as em solução levemente alcalina contendo cloreto de dopamina. A 
polimerização superficial da dopamina e a conjugação formando ligações 
carbodiimidas (PLGA-EDC/NHS) ocorreram por meio de procedimentos simples, que 
modificaram a superfície das NP preparando-as para posterior funcionalização 
secundária com o ligante direcionador (82). 
A segunda funcionalização também ocorreu mediante a incubação das 
formulações. Em procedimento tão simples quanto aos promovidos para 
funcionalização primária, as partículas foram mantidas sob agitação e ao abrigo da 
luz em solução aquosa contendo o peptídeo ciclo-RGD solubilizado. 
As formulações obtidas foram armazenadas em refrigeração para evitar que 
houvesse a hidrólise do fármaco e a degradação prematura dos demais constituintes 
das partículas. 
Em seguida, as formulações produzidas foram analizadas utilizando as 
técnicas mencionadas no capítulo “Materiais e Métodos” e os resultados obtidos 
serão apresentados e discutidos a seguir. 





Os espectros na região UV-Vis das formulações preparadas com CHB estão 
apresentados na Figura 8, e os espectros das formulações preparadas sem o 
fármaco na Figura 7. 
Ocorreu um elevado espalhamento de luz em todas as preparações. Tal 
comportamento é característico desses sistemas e foi descrito na literatura por 
Gomes et al. utilizando sistemas de liberação semelhantes aos produzidos neste 
trabalho (78). 
 






















Figura 7: Espectros de absorção na região UV-Vis das NP sem CHB. Na sequência: (1) NP.Vazia, (2) 
NP.Vazia.EDC/NHS, (3) NP.Vazia.EDC/NHS.PEP, (4) NP.Vazia.DOPA e (5) NP.Vazia.DOPA.PEP. 
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Figura 8: Espectros de absorção na região UV-Vis das NP com CHB. Na sequência: (1) NP.CHB, (2) 
NP.CHB.EDC/NHS, (3) NP.CHB.EDC/NHS.PEP, (4) NP.CHB.DOPA e (5) NP.CHB.DOPA.PEP. 
 


















Figura 9: Espectro de absorção na região UV-Vis do fármaco CHB livre, em solução água/etanol 9:1, 
na concentração de 10,0 mg/L. 
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Tabela 2: Comprimentos de máxima absorbância e intensidades observados nos espectros das 
formulações contendo CHB em suspensão e do CHB livre em solução aquosa. 
Formulação Máximo de Absorbância Intensidade 
NP.CHB 260,0 nm 0,6003 
NP.CHB.EDC/NHS 260,0 nm 0,7757 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP 262,0 nm 0,6375 
NP.CHB.DOPA 263,0 nm 0,4190 
NP.CHB.DOPA.PEP 263,0 nm 0,3797 
CHB livre 258,0 nm 0,7616 
 
Nas formulações contendo CHB, foi identificado um pico de absorção intenso 
que permaneceu entre 260,0 e 263,0 nm nas diversas formulações como descrito 
nos dados da Tabela 2. Este sinal espectral é atribuído às transições do tipo  → * 
e n → * características do CHB que apresenta em sua fórmula estrutural um anel 
aromático ligado a uma amina terciária e cadeia contendo carbonila de ácido 
carboxílico. 
Com pequeno deslocamento, esse pico também foi observado na Figura 9, 
em 258,0 nm, que contém o espectro do fármaco livre. Esse deslocamento 
batocrômico do pico espectral observado para as formulações contendo CHB em 
relação ao fármaco livre pode ser associado ao meio diferente em que as medidas 
foram realizadas (solução tampão PBS e solução água/etanol 9:1, respectivamente). 
A observação da Figura 8 demonstra que houve a manutenção da integridade 
química do fármaco encapsulado e provável %EE elevada, pois, os picos 
apresentaram alta intensidade. Desta forma, pode-se constatar que a estrutura do 
CHB não foi alterada ao longo do processo de encapsulamento e funcionalização, 
durante armazenamento e liberação (demonstrado mais a frente). 
Essas medidas também evidenciam que as NP produzidas são estáveis, não 
propícias à agregação e que durante preparação as formulações retiveram o 
fármaco na superfície da matriz polimérica (90–92). 
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Foi observado nos espectros das formulações NP.CHB.DOPA e 
NP.CHB.DOPA.PEP uma considerável redução da intensidade do pico do fármaco 
(de aproximadamente 0,7 para 0,4). Essa redução é consequência da 
funcionalização superficial das NP com DOPA, que é um composto que apresenta 
absorção em região próxima da região de absorção do fármaco CHB. 
Absorbância em 280,0 nm também foi observada nos espectros das 
formulações NP.Vazia.DOPA e NP.Vazia.DOPA.PEP, confirmando assim que essas 
formulações absorvem devido à presença da dopamina polimerizada em suas 
superfícies, ratificando o sucesso do procedimento de funcionalização. Por meio de 
medidas espectroscópias na região UV-Vis, Shin et al. também observaram um pico 
de absorção em 280,0 nm para NP incorporadas com DOPA (93). 
 
Infravermelho com Transformada de Fourier 
 
Espectros de FTIR foram utilizados para avaliar a estrutura química do CHB, 
do PLGA e demais constituintes aprisionados nas formulações produzidas. Desta 
forma, pretendia-se obter informações sobre possíveis alterações estruturais e 
interações após os processos de produção das partículas (78). 
Foram obtidos espectros de FTIR das formulações de NP vazias (Figura 10), 
contendo CHB encapsulado (Figura 11) e dos reagentes utilizados no preparo das 
formulações (Figura 12). Na Figura 13, estão apresentados apenas os espectros do 
composto antitumoral, das NP vazias e das NP contendo apenas CHB. 
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Figura 10: Espectros FTIR das NP sem CHB. Na sequência: (1) NP.Vazia, (2) NP.Vazia.EDC/NHS, 
(3) NP.Vazia.EDC/NHS.PEP, (4) NP.Vazia.DOPA e (5) NP.Vazia.DOPA.PEP. Foram preparadas 
pastilhas de KBr com aproximadamente 70,0 mg sendo 2,5% de formulação. 
 










































Figura 11: Espectros FTIR das NP com CHB. Na sequência: (1) NP.CHB, (2) NP.CHB.EDC/NHS, (3) 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP, (4) NP.CHB.DOPA e (5) NP.CHB.DOPA.PEP. Foram preparadas pastilhas 
de KBr com aproximadamente 70,0 mg sendo 2,5% de formulação. 
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Figura 12: Espectros FTIR dos reagentes utilizados no preparo das formulações. Na sequência: (1) 
CHB, (2) EDC, (3) NHS, (4) cloridrato de dopamina e (5) PLGA. Foram preparadas pastilhas de KBr 
com aproximadamente 70,0 mg e 2,5% de formulação. 
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Figura 13: Comparação entre os espectros FTIR da (1) NP.vazia, (2) NP.CHB e (3) CHB livre. 
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Durante a preparação das formulações os picos característicos do PLGA não 
sofreram alteração significativa (78). As formulações produzidas apresentaram as 
seguintes bandas de absorção associadas ao PLGA: entre 2.993,5 – 2.939,5 cm-1 
(CH2, CH3), 1.747,5 cm
-1 (C=O, característico do grupo éster), 1.452,4 – 1.384,9 cm-1 
(CH3) e 732,9 cm
-1 (CH) (identificadas nas Figuras 10 e 13) (59). 
A presença do fármaco encapsulado à matriz polimérica das nanoestruturas 
pode ser confirmada pela presença de três bandas características do CHB livre no 
espectro das NP contendo o fármaco. Essas bandas foram associadas às vibrações 
de deformação axial da molécula do CHB que ocorrem em 1.703,1 cm-1 (C=O), 
1.612,5 cm-1 (C=C), 1.359,8 cm-1 (C–N) e 528,0 cm-1 (C–Cl) (identificadas nas 
Figuras 11 e 13) (42,94–96). 
A frequência de estiramento da ligação dupla de uma carbonila (C=O) resulta 
em uma banda forte observada entre 1.850,0 – 1.630,0 cm-1 (97,98). A localização 
dessa banda depende da origem em cetona, aldeído, ácido carboxílico ou outra 
função orgânica carbonilada. A banda de estiramento axial da carbonila para ácido 
carboxílico alifático saturado aparece próxima de 1.760,0 cm-1. Foi possível observar 
a presença de duas carbonilas nas NP de PLGA contendo CHB. Isso ocorreu devido 
em cada formulação estar presente uma carbonila de ácido carboxílico da molécula 
do CHB e uma de éster do copolímero. Cada carbonila apresentou esse 
deslocamento devido possuírem diferentes valores energéticos para ocorrência do 
seu movimento molecular. 
Hidroxilas são fáceis de serem reconhecidas em espectros FTIR, pois, 
apresentam vibrações de estiramento axial da ligação O–H de álcoois, fenóis e 
ácidos carboxílicos na região entre 1.260,0 – 1.000,0 cm-1 e a vibração angular no 
plano da ligação O–H aparece na região entre 1.420,0 – 1.330,0 cm-1. Uma larga e 
intensa banda associada ao estiramento de hidroxilas do PVA, PLGA e CHB pode 
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ser confirmada entre 3.700,0 – 3.000,0 cm-1 para todas as formulações (78). Essas 
interações fornecem informações sobre o possível estabelecimento de ligações de 
hidrogênio. 
As vibrações de estiramento C–O–H e C–N–H que poderiam ser observadas 
na região entre 3.600,0 – 3.000,0 cm-1 para estiramentos do catecol da DOPA não 
foram evidentes nas análises das partículas funcionalizadas indiretamente com este 
composto devido aparecem superpostas com a banda da hidroxila mencionada 
anteriormente (93,96). 
Quando comparados os espectros das formulações NP.Vazia e 
NP.Vazia.DOPA, foi verificada a diminuição nas intensidades das bandas sem que 
houvesse outras alterações significativas. Resultado semelhante foi encontrado por 
Chen et al. que associaram esse comportamento a uma alteração na conformação 
da cadeia após funcionalização com o agente de associação indireta DOPA (57). A 
necessidade de mais energia para ocorrência das vibrações é indicativo de que 
ocorreu o enrijecimento do movimento. Fato este associado às interações mais 
fortes que surgem entre os segmentos C–O–C que restringem o movimento da 
matriz polimérica (57). 
Ao comparar as formulações produzidas com os reagentes utilizados para 
formulação, foi observado que há uma similaridade entre estes na região 
considerada como impressão digital (entre 1.400,0 – 900,0 cm-1). Desta forma, pode-
se constatar que durante os processos de produção realizados não houve alteração 
considerável das estruturas das substâncias utilizadas para obtenção das 
formulações (96,99). 
Esses resultados também sugerem que o CHB foi aprisionado com sucesso 
nas formulações produzidas e que os procedimentos de funcionalização superficial 
ocorreram como esperado. 
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Espectroscopia de Emissão 
 
Espectros de emissão na região UV-Vis das formulações preparadas com 
CHB foram obtidos e estão apresentados na Figura 14. 
 
























Figura 14: Espectros de emissão na região UV-Vis das NP com CHB. Na sequência: (1) NP.CHB, (2) 
NP.CHB.EDC/NHS, (3) NP.CHB.EDC/NHS.PEP, (4) NP.CHB.DOPA e (5) NP.CHB.DOPA.PEP. As 
leituras foram realizadas nos comprimentos de onda entre 325,0 e 500,0 nm sendo as formulações 
excitadas em 258,0 nm. 
 
Tabela 3: Comprimentos de máxima emissão e intensidades dos espectros das formulações 
contendo CHB. 
Formulação Máximo (Ex258 nm) Intensidade 
NP.CHB 359 nm 223,7 ± 0,4 
NP.CHB.EDC/NHS 361 nm 207,4 ± 0,4 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP 363 nm 246,5 ± 0,7 
NP.CHB.DOPA 347 nm 189,7 ± 1,1 
NP.CHB.DOPA.PEP 341 nm 207,9 ± 0,6 
 
A análise da Figura 14 e da Tabela 3 mostra que as NP produzidas com CHB 
apresentaram capacidade de emitir luz quando suspensas em meio aquoso 
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tamponado (PBS). As formulações formuladas sem a presença do fármaco não 
apresentaram o mesmo comportamento. Quando encapsulado, o fármaco estudado 
apresentou perfil espectral em solução tampão PBS com excitação em 258,0 nm 
(comprimento de máxima absorção observado para o CHB no expectro UV-vis, 
Figura 9) com emissão máxima próxima de 355,0 nm (78). 
Foi observado um pico de emissão médio em 354,0 ± 9,0 nm e os espectros 
apresentaram um deslocamento batocrômico de até 22,0 nm entre si (90,92). Essa 
mudança batocrómica foi atribuída à diferença no índice de refração dos meios. 
Assim como os resultados apresentados anteriormente nas análises de UV-
Vis e FTIR, esses resultados também indicam que ocorreu o encapsulamento do 
fármaco na matriz polimérica, uma vez que o polímero quando só não emite 
fluorescência (92). Os processos de funcionalização superfícial não alteraram 
significativamente o comportamento de emissão das formulações analisadas. 
 
Eficiência de Encapsulamento 
 
Para determinar a concentração do CHB nos ensaios de perfil de liberação 
(PL) e eficiência de encapsulamento (%EE), uma curva de calibração foi construída 
e, a partir dela, a equação obtida pela regressão linear dos pontos foi determinada 
para calcular a concentração do fármaco nesses ensaios. Essa curva está 
apresentada a seguir, na Figura 15. 
Este método espectrofotométrico é extremamente simples, preciso e rápido 
para proceder com a estimativa da concentração de CHB nos ensaios em que esse 
procedimento de medição se fez necessário (100,101). 
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Figura 15: Curva de calibração utilizada nos ensaios em que foi necessário determinar a 
concentração do fármaco. Nove soluções padrões de CHB foram preparadas em concentrações que 
variavam entre 2,0 - 14,5 mg/L solubilizadas em água/etanol 9:1. Espectro de absorção na região UV-
Vis foram obtidos em triplicata, sendo considerada a média do valor da absorbância medido no 
comprimento de onda de 258,0 nm para cálculo da regressão. 
 
Foi obtida linearidade para o intervalo de concentração de 2,0 – 14,5 mg/L 
com coeficiente de correlação (R2) igual a 0,9996. Devido o CHB ser pouco solúvel 
em água, inicialmente ele foi solubilizado em uma parte de álcool etílico absoluto 
sendo o volume posteriormente completado com nove partes de água. Foi 
considerado o comprimento de onda máximo de absorção de 258,0 nm (como 
observado na Figura 9) e por meio da curva foi obtida a Equação 7, utilizada em 
todos os ensaios em que foi necessário determinar a concentração do CHB (100). 
 




Equação 7: Equação da curva para determinar a concentração de CHB em mg/L. 
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Como visto anteriormente, para o preparo das NP foi utilizado 
aproximadamente 0,100 g de PLGA e 0,010 g de CHB. Para determinar a EE% nas 
formulações de NP foram utilizadas as Equações 1 e 2 (33,37,41,53,78,79,102). 
Desta forma, os valores de EE% das formulações produzidas foram determinados 
pelo método direto e estão descritos na Tabela 4. 
 
Tabela 4: Valores de EE% do fármaco CHB determinados pelo método direto. 
Formulação Eficiência de Encapsulamento (%) 
NP.CHB 88,9 ± 0,2 
NP.CHB.EDC/NHS 88,6 ± 0,4 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP 87,5 ± 0,3 
NP.CHB.DOPA 87,8 ± 0,3 
NP.CHB.DOPA.PEP 87,2 ± 0,5 
 
Tais valores podem ser atribuídos a hidrofobicidade do fármaco e ao fato de 
que sistemas de administração de fármacos à base de PLGA geralmente 
apresentam EE% elevada para fármacos lipossolúveis com massas moleculares 
reduzidas, como o CHB (53,79). 
 
Perfil de Liberação 
 
Os perfis de liberação in vitro das partículas que apresentaram tamanho na 
escala nano (dados que serão apresentados em breve) foram determinados pelo 
cálculo da porcentagem cumulativa liberada de CHB ao longo de um período 
predeterminado (78). A cinética de liberação foi avaliada por meio de medidas 
indiretas da concentração de CHB em meio tamponado (PBS) realizando medidas 
de espectroscopia na região UV-Vis em função do tempo durante doze dias. Nas 
medições foi observado que o comportamento de liberação do fármaco ocorreu mais 
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intensamente nas seis primeiras horas de experimento. Espectros obtidos ao longo 
desse período inicial são apresentados na Figura 16. 
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Figura 16: Espectros de absorção na região UV-Vis obtidos durante a realização do experimento de 
PL das NP de PLGA contendo CHB entre os primeiros minutos de preparo da suspensão e seis horas 
de liberação. Intervalo de 5,0 minutos entre cada medida. 
 
Os espectros de absorbância apresentados na Figura 16 revelam que o 
fármaco foi liberado das NP ao longo do tempo de análise. Não houve deslocamento 
do pico de absorbância do CHB nas medidas espectroscópicas realizadas ao longo 
deste período do ensaio de PL, pois o meio não sofreu alteração significativa em sua 
composição (93). Isso também demonstrou a manutenção da estabilidade do CHB. 
Com os valores de absorbância obtidos no comprimento de onda de máxima 
absorção (258,0 nm) dos espectros da Figura 16 foi plotado o gráfico da Figura 17. 
Este gráfico demonstra um comportamento de cinética de liberação do fármaco ao 
longo das seis primeiras horas de suspensão. 
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Figura 17: Medidas de absorbância ao longo do tempo para uma formulação de NP de PLGA 
contendo apenas CHB entre os primeiros minutos de preparo da suspensão e seis horas de liberação 
do fármaco. Foram realizadas 72 medidas com intervalo de 5 minutos entre cada. 
 
A disponibilidade do CHB pode alterar sua eficácia e a quantidade associada 
à NP desempenha papel significativo na taxa e na duração da liberação (69). As 
formulações produzidas apresentaram elevado valor de EE% (88,0%, média dos 
valores apresentados na Tabela 4). Formulações com grande quantidade de 
fármaco apresentam intensa liberação de ruptura inicial devido a elevada razão 
fármaco/polímero (46,78,103). Pelo período de doze dias, em intervalos de tempo 
previamente estabelecidos, a quantidade liberada do fármaco CHB foi determinada 
por meio de medidas da absorbância de suspensões. A equação da curva de 
calibração obtida para o fármaco livre (Equação 7) foi utilizada para determinar a 
concentração do fármaco na solução sobrenadante. Os resultados obtidos foram 
apresentados na forma de porcentagem de liberação cumulativa do composto ao 
longo do tempo utilizando para isso a Equação 3 (104). 
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Figura 18: PL da NP.CHB no período de 12 dias. Foram realizadas 97 medidas com intervalo de 5,0 
minutos nas primeiras seis horas e 12 horas até o final. Em destaque no canto direito inferior medidas 
de absorbância para as primeiras seis horas. 

























































































































































































(a ) (b )
(c ) (d )
 
Figura 19: PL das formulações (a) NP.CHB.EDC/NHS, (b) NP.CHB.EDC/NHS.PEP, (c) 
NP.CHB.DOPA e (d) NP.CHB.DOPA.PEP para o período de 12 dias, com intervalo de 5,0 minutos 
nas primeiras seis horas e posterior de 12 horas, no total de 97 medidas. No canto direito inferior de 
cada gráfico, medidas de absorbância para as primeiras seis horas de experimento. 
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O PL do fármaco nas formulações ocorreu em duas fases, sendo uma inicial 
rápida e intensa seguida por outra lenta e controlada pela difusão (78). Entre o início 
e as seis primeiras horas de medição in vitro foi observada a liberação rápida do 
CHB localizado na superfície das partículas (adsorvido ou fracamente ligado) 
seguida por uma liberação lenta e sustentada do fármaco internalizado na matriz 
durante os dias subsequentes (Figuras 18 e 19). 
Como observado nos dados da Tabela 5, as formulações NP.CHB, 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP e NP.CHB.DOPA alcançaram mais de 90,0% de liberação 
do fármaco em 6 horas e até 99,0% com 10 dias de experimento. O comportamento 
de liberação observado para essas formulações é classificado como bifásico (77). 
Já as formulações NP.CHB.EDC/NHS e NP.CHB.DOPA.PEP apresentaram 
elevada liberação nas primeiras seis horas (53,4 e 41,4%, intensidades inferiores às 
observadas para as formulações discutidas antes), alcançando um platô próximo de 
24 horas (53,8 e 45,6%) e havendo um novo salto de liberação após 9 dias para a 
formulação NP.CHB.EDC/NHS (79,3%) e 7 dias para a formulação 
NP.CHB.DOPA.PEP (79,4%). A formulação NP.CHB.DOPA.PEP alcançou 97,2% de 
liberação no décimo dia de experimento e a formulação NP.CHB.EDC/NHS apenas 
86,4% (69). 
 
Tabela 5: Porcentagem de fármaco liberada em três momentos do ensaio de PL para as formulações 
contendo o fármaco CHB. 
Formulação 6 horas (%) 1 dia (%) 10 dias (%) 12 dias (%) 
NP.CHB 91,7 92,1 98,0 99,5 
NP.CHB.EDC/NHS 53,4 53,8 86,4 98,9 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP 97,5 97,6 99,5 99,7 
NP.CHB.DOPA 93,7 95,2 97,8 99,6 
NP.CHB.DOPA.PEP 41,4 45,6 97,2 99,8 
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O PLGA sofre degradação por hidrólise clivando suas ligações ésteres e 
consequentemente liberando frações oligoméricas e unidades monoméricas para o 
meio. Muitas são as variáveis que influenciam esse processo sendo difícil prever um 
padrão para PL de diferentes formulações submetidas a diferentes condições. O 
principal fator responsável por essa degradação é a infiltração da água na matriz 
ocasionando difusão e erosão interna e superficial (46). 
A presença de constituintes que possuem características hidrofóbicas na 
superfície das NP (como CHB e DOPA) pode dificultar processos de hidratação e 
consequente erosão da matriz polimérica. Além disso, a difusão superficial destes 
constituintes provavelmente neutralizaria o influxo da água nas NP, alterando o perfil 
de liberação das formulações (76). Partículas com tamanhos menores normalmente 
apresentam uma liberação inicial mais intensa e uma liberação mais rápida devido à 
sua maior área de superfície (78). 
Sistemas de administração de fármacos baseados em PLGA descrevem um 
padrão bifásico semelhante, como observado para as formulações NP.CHB, 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP e NP.CHB.DOPA. Curvas bifásicas de liberação de fármaco 
exibem o seguinte padrão: I – ocorre uma elevada liberação inicial do fármaco da 
superfície e II – o fármaco é liberado progressivamente como resultado da 
biodegradação da matriz de PLGA. A primeira fase está relacionada com a 
hidrofobicidade e concentração do fármaco presente na região superfícial da 
partícula. Quando em contato com o meio, o fármaco é liberado de acordo com sua 
solubilidade e porosidade da nanoestrutura que pode ou não permitir a permeação 
do solvente. A cisão da matriz polimérica não tem papel importante na primeira fase 
da liberação. Já a segunda fase está associada diretamente com a permeabilidade 
da água na matriz e consequente hidrólise do copolímero. Desta forma, o fármaco é 
liberado por difusão e pelas passagens que surgem com a erosão da matriz. 
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Os processos de desorção superficial, difusão e dissolução seguidos pela 
liberação sustentada e prolongada (consequência da degradação e erosão da matriz 
de PLGA) também podem ser constatados na observação dos gráficos de PL das 
formulações NP.CHB.EDC/NHS e NP.CHB.DOPA.PEP. A liberação inicial intensa 
dessas formulações também é atribuída à difusão do CHB adsorvido na superfície 
das NP (na primeira fase), o padrão sustentado envolve a liberação do fármaco 
retido na matriz polimérica disponível devido à erosão desta (como na segunda fase) 
e o segundo salto intenso de liberação observado se deve ao rompimento de 
bolsões com elevada concentração de fármaco, formados no interior das partículas 
durante o processo de preparo das formulações (76). 
Os resultados apresentados são semelhantes ao PL observado em outros 
trabalhos com fármacos hidrofóbicos de pequena estrutura molecular que 
apresentam liberação de 50 – 70% durante as primeiras horas de experimento (93). 
No trabalho e Baykara et al., que produziram micropartículas de poli-ε-caprolactona 
pelo método de dupla emulsão seguido pela evaporação do solvente, também foi 





Inicialmente, a distribuição de tamanho foi avaliada por meio da técnica de 
dispersão (ou espalhamento) dinâmico da luz. As médias de diâmetro hidrodinâmico 
e PDI das três medidas obtidas para cada formulação, por meio da técnica de DLS, 
estão apresentadas na Tabela 6 e na Figura 20. 
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Figura 20: Diâmetro hidrodinâmico em função do volume e PDI das formulações: (a.1) NP.Vazia, 
(b.1) NP.Vazia.EDC/NHS, (c.1) NP.Vazia.EDC/NHS.PEP, (d.1) NP.Vazia.DOPA (e.1) 
NP.Vazia.DOPA.PEP, (a.1) NP.CHB, (b.2) NP.CHB.EDC/NHS, (c.2) NP.CHB.EDC/NHS.PEP, (d.2) 
NP.CHB.DOPA (e.2) NP.CHB.DOPA.PEP. Valores obtidos em triplicata, considerado os dados 
obtidos com o detector posicionado no ângulo de 12,5°. 
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A observação da Figura 20 demonstra uma distribuição unimodal de tamanho 
e índice de polidispersividade que pode ser considerado como bom para todas as 
formulações obtidas. O tamanho das partículas de um DDS é um parâmetro muito 
importante que influencia diretamente os parâmetros farmacocinéticos de 
administração terapêutica. A irregularidade desses parâmetros pode afetar a 
farmacocinética, circulação e distribuição e, também, a eficiência terapêutica do 
DDS. 
Os dados da Tabela 6 mostram que o diâmetro hidrodinâmico médio de todas 
as partículas correspondeu a 332,2 ± 26,1 nm, o que demonstra que o tamanho das 
formulações produzidas está dentro da escala nanométrica. Esses resultados 
demonstram também que as partículas coloidais produzidas (< 400 nm) poderiam 
ser administradas por meio da via intravenosa e não seriam rapidamente absorvidas 
pelo RES. Desta forma, poderiam alcançar e permanecer significativamente no 
tumor, devido ao aumento da permeabilidade na vasculatura tumoral (4). 
 
Tabela 6: Medidas de diâmetro hidrodinâmico e indice de polidispersão das formulações produzidas. 
Formulação Size PdI 
NP.Vazia 331,5 ± 54,6 0,252 ± 0,094 
NP.Vazia.EDC/NHS 370,7 ± 30,6 0,201 ± 0,036 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP 323,7 ± 25,8 0,245 ± 0,007 
NP.Vazia.DOPA 354,3 ± 78,6 0,226 ± 0,011 
NP.Vazia.DOPA.PEP 364,8 ± 32,9 0,236 ± 0,092 
NP.CHB 330,1 ± 30,3 0,227 ± 0,032 
NP.CHB.EDC/NHS 329,7 ± 25,6 0,247 ± 0,004 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP 330,4 ± 25,9 0,232 ± 0,008 
NP.CHB.DOPA 296,7 ± 38,2 0,233 ± 0,024 
NP.CHB.DOPA.PEP 290,1 ± 42,2 0,233 ± 0,107 
 
Um reduzido valor de PDI indica uma adequada homogeneidade na 
distribuição de tamanho (78). O PDI médio encontrado foi de 0,233 ± 0,014 para as 
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formulações, podendo ser considerado como baixo refletindo assim a uniformidade 
no tamanho das partículas produzidas. 
Entre a produção e as diversas medidas realizadas, as formulações 
demonstraram ser estáveis. Alguns dias após preparação, as partículas se 
decantavam devido influência da gravidade. No entanto, esse processo não pode 
ser considerado como indicativo de instabilidade ou agregação, pois, as partículas 
eram facilmente dispersas mediante a realização de agitação branda (78). 
A área superficial e o volume das partículas são características que se 
relacionam diretamente com a degradação das NP. Quanto maior for a área 
superfícial mais rápido ocorrerá a degradação da matriz, o que torna a liberação do 
fármaco mais rápida nos dispositivos que possuem menor volume. O pequeno valor 
encontrado para volume hidrodinâmico das partículas produzidas tem importante 
relação com os PL apresentados anteriormente e está diretamente relacionado com 




Outro parâmetro analisado foi o potencial zeta, que pode ser relacionado com 
a agregação das partículas em função da carga superficial (78). Valores negativos 
de potencial zeta podem ser atribuídos à estabilidade e à baixa tendência à 
agregação das partículas que se encontram em suspensão coloidal. Fato este que 
se deve a essa carga impedir que ocorra a coalescência das partículas mediante 
colisões aleatórias (33). 
Três medidas de potencial zeta foram realizadas para cada uma das 
formulações produzidas sendo a média ± desvio padrão apresentados na Tabela 7. 
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Tabela 7: Medidas de potencial zeta das formulações produzidas. 
Formulação Potencial Zeta (mV) 
NP.Vazia -11,10 ± 1,11 
NP.Vazia.EDC/NHS -10,88 ± 0,18 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP -10,76 ± 0,83 
NP.Vazia.DOPA -10,75 ± 0,17 
NP.Vazia.DOPA.PEP -10,28 ± 0,20 
NP.CHB -11,17 ± 0,97 
NP.CHB.EDC/NHS -10,49 ± 1,05 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP -10,51 ± 1,54 
NP.CHB.DOPA -11,17 ± 1,01 
NP.CHB.DOPA.PEP -10,55 ± 0,84 
 
Neste estudo, não foi encontrada diferença significativa entre as formulações. 
As medidas não mostraram alterações consideráveis após a adição do fármaco à 
formulação (média de -10,75 mV para formulações sem CHB e -10,77 mV para 
formulações com CHB). 
Formulações de PLGA geralmente apresentam carga superficial negativa que 
pode ser atribuída à presença de grupos carboxílicos terminais do polímero sobre a 
superfície, conforme relatado por vários autores (33,36,41,78,105). 
Era esperada uma diminuição da negatividade superficial devido à interação 
dos grupamentos de ácidos carboxílicos do PLGA com aminas do CHB, DOPA, 
EDC/NHS ou mesmo do PEP, mas este efeito não foi observado (15,78). 
Aparentemente seriam desnecessárias estas medidas de tamanho 
hidrodinâmico e potencial zeta dos sistemas produzidos, uma vez que as 
modificações de funcionalização das partículas ocorreram com elas já prontas e não 
durante o processo de emusificação ou evaporação do solvente. Entretanto, este 
estudo foi realizado para avaliar se o processo de funcionalização modificaria ou não 
o tamanho e o potencial zeta das formulações produzidas. 
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Conclui-se assim que a carga inicialmente negativa das partículas de PLGA 
não sofreu alteração relativa após adição do fármaco e funcionalizações primarias 




TGA/DTA e DSC 
 
Termogramas do tipo DSC mostram como o calor (em mW) varia em função 
da temperatura (51,94,95,106,107). As análises de DSC das formulações produzidas 
sem a presença do fármaco estão apresentadas na Figura 21, e das formulações 
preparadas com o fármaco CHB nas formulações na Figura 22. 
Foi destaque nesses termogramas a transição térmica descrita como 
transição vítrea (Tg, observada como uma mudança na linha de base) das 
formulações. O comportamento térmico das formulações foi semelhante e 
apresentou uma fase de Tg próxima de 34,5°C. Os valores das temperaturas de Tg 
para as formulações analisadas estão listados na Tabela 8. 
 
Tabela 8: Temperaturas de Tg das formulações produzidas. 
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Figura 21: Termogramas das formulações de NP formuladas sem a presença do CHB. Na sequência, 
(1) NP.Vazia, (2) NP.Vazia.EDC/NHS, (3) NP.Vazia.EDC/NHS.PEP, (4) NP.Vazia.DOPA e (5) 
NP.Vazia.DOPA.PEP. Realizadas com aproximadamente 3,0 mg de formulação masserada e 
acondicionada em cadinho de alumínio selado, sob atmosfera dinâmica de nitrogênio a 50,0 mL.min
-1
 
e razão de aquecimento de 5,0º C.min
-1
, no intervalo de temperatura de 30 a 150º C. 
 















Figura 22: Termogramas das formulações de NP com CHB. Na sequência, (1) NP.CHB, (2) 
NP.CHB.EDC-NHS, (3) NP.CHB.EDC-NHS.PEP, (4) NP.CHB.DOPA e (5) NP.CHB.DOPA.PEP. 
Realizadas com aproximadamente 3,0 mg de formulação masserada e acondicionada em cadinho de 
alumínio selado, sob atmosfera dinâmica de nitrogênio a 50,0 mL.min
-1
 e razão de aquecimento de 
5,0º C.min
-1
, no intervalo de temperatura de 30 a 150º C. 
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O copolímero PLGA apresenta temperatura de Tg próxima da temperatura 
fisiológica (37,0°C) e natureza vítrea (46). A rigidez de sua estrutura diminui à 
medida que ocorre redução do teor de ácido láctico em sua composição ou do seu 
peso molecular (46). 
A presença de apenas uma temperatura Tg como observado nesses 
termogramas é característica de materiais compostos por PLGA amorfo, podendo 
ser inferido que as formulações são classificadas como amorfas. Fato este que pode 
ser atribuído à constituíção das formulações formadas em sua maior parte pelo 
copolímero de PLGA composto em sua estrutura por 50% de ácido glicólico 
(segundo vários autores, isso sempre irá acontecer quando essa porcentagem for 
inferior que 85%) (51,94,95,106,107). 
Os valores obtidos para Tg são muito semelhantes e próximos indicando 
comportamento térmico parecido e, portanto, estrutura e morfologia semelhantes 
para as formulações. Comparando as médias das temperaturas Tg das formulações 
sem fármaco (34,39°C) com as temperaturas Tg das formulações com fármaco 
(34,66°C). pode-se inferir que não houve deslocamento significativo ocasionado pela 
adição do fármaco à formulação ou funcionalização das partículas. Sendo assim, 
não houve o aumento ou a redução da desordem estrutural dos sistemas produzidos 
(57). 
Os valores apresentados são similares aos encontrados por Mi F. et al. que 
encapsularam o fármaco CHB em uma blenda de PLGA e quitina (51). 
Na Figura 23, são apresentadas apenas as curvas de DTA obtidas para as 
formulações NP.Vazia e NP.CHB. Esses resultados corroboram com o que foi 
apresentado e discutido para as análises de DSC e destacam o evento térmico da 
temperatura de Tg destas formulações. 
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Figura 23: Termogramas DTA para NP.vazia (— preta) e NP.CHB (— vermelha). Massas de 
aproximadamete 5,0 mg de formulação transferidas para cadinho de platina, colocado em sistema de 
análise térmica diferencial e termogravimétrica sob atmosfera dinâmica de nitrogênio de 50,0 mL/min 
e razão de aquecimento de 5,0º C/min, no intervalo de temperatura de 30,0 a 400,0º C. 
 
Os termogramas do tipo DTA das formulações com e sem fármaco 
apresentaram um pico endotérmico (relaxamento entálpico) acima de 34,0º C. Os 
resultados obtidos nessas medidas estão listados na Tabela 9. Os valores para Tg 
encontrados nos termogramas do tipo DTA estão de acordo com os dados 
discutidos nos termogramas do tipo DSC (46,56,58,59). 
 
Tabela 9: Valores de temperatura e energia dos eventos observados nas curvas de DTA das 
formulação de NP vazias e com CHB. 
Formulação Pico (°C) Energia 
NP.Vazia 34,3 -112,73 J/g 
NP.CHB 35,3 -81,05 J/g 
 
A cristalinidade associada ao valor da Tg está diretamente relacionada com a 
composição do copolímero e afeta propriedades importantes com efeitos indiretos na 
taxa de degradação da matriz polimérica. Ikada et al. propuseram que a 
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cristalinidade aumenta a taxa de degradação polimérica devido à presença de ácido 
láctico aumentar da hidrofilicidade da matriz (108). Em contraste, outros estudos 
demostram a diminuição da taxa de degradação com o aumento da cristalinidade da 
formulação (46). Por fim, a degradação do PLGA depende da razão molar entre os 
ácidos láctico e glicólico na cadeia polimérica, do peso molecular do copolímero, do 
grau de cristalinidade e da Tg do polímero (46). A perda de massa é identificada pela 
inflexão das curvas de TGA apresentadas na Figura 24. 
 














Figura 24: Análise termogravimétrica para NP.Vazia (— preta) e NP.CHB 
(— vermelha). Massas de 5,0 mg foram transferidas para cadinho de platina analizados sob 
atmosfera dinâmica de nitrogênio (50,0 mL/min) e razão de aquecimento de 5ºC/min, no intervalo de 
temperatura de 30 à 400ºC. 
 
Nestas análises termogravimétricas, pôde ser observada a decomposição da 
matriz polimérica das formulações. Este fato ocorreu a 286,0°C para a formulação 
NP.Vazia e 298,0°C para a formulação NP.CHB. 
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Análise Morfológica das NP 
 
Em seguida, serão apresentados e discutidos os resultados obtidos utilizando 
a técnica de MEV empregados para avaliar a morfologia das NP de PLGA 
produzidas pelo método de simples emulsificação e evaporação do solvente 
utilizando PVA como agente estabilizante. 
As Figuras 25, 26 e 27 apresentam imagens obtidas para as formulações 
NP.CHB, NP.CHB.EDC/NHS.PEP e NP.CHB.DOPA.PEP, respectivamente. Para 
realizar essas medidas, as formulações foram resuspensas em água ultra pura na 
concentração de 1,0 mg(partículas)/mL. Em seguida, alíquotas de 10,0 µL foram 
depositadas sobre lamínulas redondas de vidro que foram colocadas em dessecador 




Figura  25: Micrografia eletrônica de varredura utilizada para avaliar a morfologia da superfície das 
partículas. Aproximadamente 0,003 g da formulação NP.CHB desidradata foi depositada sobre uma 
lamínula fixada em suporte e recoberta com fina camada de ouro para analise em MEV operado sob 
tensão de 5,0 kV no modo de detecção de elétrons secundários com ampliação de 1.000 X. 
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Figura  26: Micrografia eletrônica de varredura utilizada para avaliar a morfologia da superfície das 
partículas obtidas pelo método de simples emulsificação e evaporação do solvente. 
Aproximadamente 0,003 g da formulação NP.CHB.EDC/NHS.PEP desidradata foi depositada sobre 
uma lamínula fixada em suporte e recoberta com fina camada de ouro para analise em MEV operado 
sob tensão de 5,0 kV no modo de detecção de elétrons secundários com ampliação de 5.000 X. 
 
 
Figura  27: Micrografia eletrônica de varredura utilizada para avaliar a morfologia da superfície das 
partículas obtidas pelo método simples emulsão e evaporação do solvente. Aproximadamente 0,003 
g da formulação NP.CHB.DOPA.PEP desidradata foi depositada sobre uma lamínula fixada em 
suporte e recoberta com uma fina camada de ouro para analise em MEV operado sob tensão de 
aceleração de 5,0 kV no modo de detecção de elétrons secundários com ampliação de 5.000 X. 
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As NP apresentaram formato esférico e superfícies irregulares com 
porosidade variada. O formato esférico é responsável por atribuir a esses sistemas a 
característica de serem transportados de maneira fácil por meio da corrente 
sanguínea, devido oferecerem menor resistência ao fluxo. 
A morfologia da superfície é importante para determinar a cinética de 
liberação do fármaco encapsulado em uma NP. Nos modelos de liberação do tipo 
Higuchi ou Korsmeyer-Peppas, por exemplo, a liberação do fármaco aprisionado 
depende da porosidade das partículas (109). Superfícies porosas são diretamente 
relacionadas com o aumento da área superficial total, com a eficiência de 
encapsulamento e com a taxa de liberação do fármaco (96). 
A porosidade superficial das partículas, observada principalmente nas 
partículas da figura 27, pode ser atribuída à velocidade de evaporação do solvente 
ou à presença de substâncias porogênicas no meio de formulação durante o 
processo de produção das formulações. Quanto maior a taxa de evaporação do 
solvente mais porosa é a superfície das partículas. Essa porosidade facilita a 
entrada da solução tampão no interior das partículas ocasionando a liberação mais 
rápida do fármaco. Este fato também facilita a formação de regiões no interior das 
partículas contendo grande quantidade de fármaco precipitado (os ditos bolsões de 
fármaco mencionados anteriormente). 
Não foram adicionadas durante a produção das formulações substâncias 
consideradas porogênicas, como fosfatos ou outros sais. Já o controle da 
temperatura de evaporação do solvente não pôde ser feito, e variou conforme o dia 
de preparo das formulações e a temperatura ambiente. Este fato pode estar 
relacionado com a diferença observada entre o PL apresentado na Figura 19 para as 
formulações NP.CHB.EDC/NHS.PEP e NP.CHB.DOPA.PEP. A Figura 27 demonstra 
que a formulação NP.CHB.DOPA.PEP apresenta uma superfície mais porosa que a 
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formulação NP.CHB.EDC/NHS.PEP, mostrada na Figura 26. Como justificado 
anteriormente, a formação de bolsões de fármacos no interior das partículas é 
responsável por um segundo salto de liberação ocorrido nesse sistema. Esses 
bolsões podem ter sido formados devido a maior velocidade de evaporação do 
solvente orgânico no preparo dessas formulações em relação às demais. 
Algumas partículas puderam ser encontradas dipostas de maneira isolada, 
porém, devido à falta de definição das imagens, elas foram omitidas deste trabalho. 
Apesar das imagens das Figuras 26 e 27 indicarem uma possível tendência à 
aglomeração das partículas, pode-se dizer que este efeito foi devido à incidência do 
feixe de elétrons sobre a região em análise ocasionando o aquecimento e 
consequente fusão superficial delas. Como apresentado anteriormente, as 
formulações possuem baixa temperatura de transição vítrea o que facilita este 
fenômeno. 
Não foi observada diferença significativa na morfologia ou nas características 
superficiais das NP com ou sem funcionalização. As imagens de MEV obtidas 
sugerem que o tamanho real das NP seja próximo de 400,0 nm. Este valor é um 
pouco superior que os 350,0 nm encontrados nos resultados apresentados por meio 
das medidas de DLS. Este fato se dá devido ao experimento utilizando a técnica de 
DLS ter sido realizado em condições úmidas enquanto que as partículas analisadas 
no experimento realizado com MEV proceder em condições desidratadas. Este fato 
era esperado, uma vez que as imagens do MEV demonstram um diâmetro efetivo 
das partículas e dos agregados poliméricos. 
Na Figura 25, que apresenta magnificação inferior, é possível identificar maior 
isolamento entre as partículas e a tendência delas não estarem completamente 
aglomeradas quando desidratadas. Uma pequena quantidade de PVA permanece 
associada à superfície das partículas favorecendo a não aglomeração e precipitação 
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rápida delas. Além disso, já é bem conhecido que os sistemas de administração de 
fármacos baseados em NP são rapidamente removidos da circulação pelo sistema 
reticuloendotelial (RES) devido à absorção de proteínas plasmáticas em sua 
superfície levando ao reconhecimento e retirada de circulação pelas células de 
Kupffer no fígado e macrófagos do baço evitando assim a circulação desses 
sistemas e limitando sua capacidade de atingir o tecido alvo (82). A permanência de 
uma pequena fração de PVA aderido na superfície das NP também confere a esses 
sistemas uma barreira estérica hidrofílica que atrasa a opsonização e o 
reconhecimento rápido pelo RES. 
 
Ensaio de Viabilidade 
 
Os dados coletados pelo ensaio de viabilidade foram obtidos em triplicata 
para tratamentos realizados com seis diferentes concentrações das formulações 
produzidas (9,0, 19,0, 31,0, 63,0, 156,0 e 313,0 mg(partículas)/L) durante três períodos 
distintos (24, 48 e 72 horas). Serão apresentados apenas os resultados obtidos com 
o tratamento realizado no período de 24 e 72 horas e na concentração de 63,0 
mg(partícula)/L, devido terem sido essas as condições que apresentaram resultados 
com maior diferença significativa entre os dados coletados. 
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Figura 28: Ensaio de viabilidade com células da linhagem NIH-3T3 tratadas com NP de PLGA vazias 
e contendo CHB com ou sem funcionalização. Na sequência (█) NP.Vazia, (█) NP.CHB, (█) 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP, (█) NP.CHB.EDC/NHS.PEP, (█) NP.Vazia.DOPA.PEP e (█) 
NP.CHB.DOPA.PEP. Foram utilizadas placas de 96 poços, cada um com 2,5 X 10
4
 células e a 
concentração de 63,0 mg(partículas)/L. Para cada formulação foi realizada uma triplicata e após o 
tratamento as células foram mantidas incubadas em estufa pelos períodos de 24 e 72 horas. 
 
Tabela 10: Valores de porcentagem de células viáveis tratadas com formulações controle (vazias) e 
contendo CHB (com e sem funcionalização) para 24 e 72 horas de tratamento em células da 
linhagem NIH-3T3. 
Formulação 24 horas 72 horas 
NP.Vazia 98,4±1,9% 92,2±1,2% 
NP.CHB 97,9±2,5% 84,6±3,8% 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP 98,8±1,9% 90,4±1,4% 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP 91,1±1,4% 80,4±4,2% 
NP.Vazia.DOPA.PEP 90,3±4,8% 83,9±2,0% 
NP.CHB.DOPA.PEP 98,9±1,8% 69,5±0,7% 
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Figura 29: Ensaio de viabilidade com células da linhagem MCF-7 tratadas com NP de PLGA vazias e 
contendo CHB com ou sem funcionalização. Na sequência (█) NP.Vazia, (█) NP.CHB, (█) 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP, (█) NP.CHB.EDC/NHS.PEP, (█) NP.Vazia.DOPA.PEP e (█) 
NP.CHB.DOPA.PEP. Foram utilizadas placas de 96 poços, cada um com 2,5 X 10
4
 células e a 
concentração de 63,0 mg(partículas)/L. Para cada formulação foi realizada uma triplicata e após o 
tratamento as células foram mantidas incubadas em estufa pelos períodos de 24 e 72 horas. 
 
Tabela 11: Valores de porcentagem de células viáveis tratadas com formulações controle (vazias) e 
contendo CHB (com e sem funcionalização) para 24 e 72 horas de tratamento nas células da 
linhagem MCF-7. 
Formulação 24 horas 72 horas 
NP.Vazia 94,3±1,5% 86,9±3,7% 
NP.CHB 95,5±3,0% 79,5±1,2% 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP 72,5±1,1% 71,2±3,2% 
NP.CHB.EDC/NHS.PEP 77,3±2,3% 58,3±2,4% 
NP.Vazia.DOPA.PEP 90,6±1,9% 76,9±4,9% 
NP.CHB.DOPA.PEP 83,3±2,1% 68,6±1,2% 
 
A Figura 28 apresenta o gráfico obtido com os resultados dos tratamentos 
realizados na linhagem NIH-3T3 (fibroblastos, células não tumorais, de origem 
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murina), sendo os valores de porcentagem média de células viáveis para cada 
tratamento apresentados na Tabela 10. Já a Figura 29 apresenta o gráfico obtido 
com os resultados para os tratamentos das células da linhagem MCF-7 (tumorais de 
mama humano) sendo os valores de porcentagem média de células viáveis para 
cada tratamento apresentados na Tabela 11. Como controle, cada placa continha 
três poços com células que não foram submetidas a nenhum tipo de tratamento, 
mas que foram mantidas nas mesmas condições que as células tratadas e a média 
da porcentagem de viabilidade obtida para esses poços foi considerada como 
100,0%. 
Em cada uma dessas figuras podem ser comparados os resultados obtidos 
para as células tratadas com formulações de NP contendo CHB, funcionalizadas ou 
não, em relação às células tratadas com formulações de NP vazias. 
No período de 24 horas de tratamento das células da linhagem NIH-3T3 não 
foi observada redução considerável da viabilidade para as formulações analizadas. 
Já no perído de 72 horas para a mesma linhagem, pôde ser constatado maior 
eficiência nos tratamentos com as formulações contendo CHB em relação as 
formulações vazias. Entre todas as formulações testadas a NP.CHB.DOPA.PEP foi a 
que induziu redução mais significativa da viabilidade dessas células com 69,5%, 
seguido pela formulação NP.CHB.EDC/NHS.PEP com 80,4%, depois pela 
formulação NP.Vazia.DOPA.PEP com 83,9% e por fim pela formulação NP.CHB 
com 84,6%. As demais formulações não reduziram significativamente a viabilidade 
celular da linhagem NIH-3T3. 
Já os resultados obtidos para a linhagem MCF-7, demonstraram que para o 
período de 24 horas de tratamento as células não sofreram redução considerável de 
viabilidade quando tratadas com as formulações NP.Vazia e NP.CHB. 
Inesperadamente a formulação NP.Vazia.EDC/NHS.PEP (72,5%) reduziu mais a 
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viabilidade das células do que a formulação NP.CHB.EDC/NHS.PEP (77,3%) para 
este período de tratamento. Esses valores foram inferiores aos encontrados para as 
células tratadas com as partículas funcionalizadas com polidopamina e tripeptídeo. 
Porém, as células tratadas com a formulação NP.CHB.DOPA.PEP (83,3%) sofreram 
maior redução do que as tratadas com a formulação NP.Vazia.DOPA.PEP (90,6%), 
como era esperado. 
Por fim, os resultados mostrados para a linhagem MCF-7 submetidas ao 
período de tratamento de 72 horas foram os que mais demonstraram a seletividade 
e eficiência das formulações produzidas. A formulação NP.Vazia foi a que menos 
afetou as condições das células, com 86,9% de células viáveis. Em seguida, as 
células tratadas com NP.CHB sofreram uma redução de 79,5% seguida pelas 
tratadas com as formulações NP.Vazia.DOPA.PEP (76,9%) e 
NP.Vazia.EDC/NHS.PEP (71,2%). As formulações contendo o fármaco CHB 
funcionalizadas com o peptídeo direcionador foram as que se mostraram mais 
eficientes no tratamento dessas células para esse período, sendo a mais eficiente a 
formulação NP.CHB.EDC/NHS.PEP com 58,3%, seguido pela formulação 
NP.CHB.DOPA.PEP com 68,6% de células viáveis. 
Agentes alquilantes como o CHB são inibidores do ciclo celular e interrompem 
o crescimento tumoral por meio da reticulação de bases do DNA, tornando difícil o 
desenrolar e separar das suas cadeias em dupla hélice (100). Desta forma, 
impedem a replicação e causam a fragmentação do DNA por enzimas de reparação, 
impossibilitando a transcrição de RNA. Consequentemente, as células param de se 
dividir e morrem (100). O fármaco estudado neste trabalho demonstrou ser mais 
eficiente quando encapsulado em NP de PLGA funcionalizadas com o peptídeo 
direcionador ciclo-RGD do que quando livre ou apenas encapsulado como estudado 
e apresentado em trabalho publicado anteriormente por Dias et al. (50). 
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Pôde-se concluir também que as formulações foram seletivas reduzindo de 
maneira mais rápida e significativa a viabilidade das células tumorais da linhagem 
MCF-7 em relação às células de fibroblastos da linhagem NIH-3T3. Dentre as formas 
de funcionalização, uma pequena vantagem pôde ser identificada para as partículas 
funcionalizadas pelo método de ligação direta do ciclo-RGD à superfície das NP pelo 
uso de EDC/NHS comparado com o método indireto utilizando a polimerização da 
dopamina. 
 
Ensaio de Uptake: ação superficial em células 
 
Após realizar o estudo dos diversos parâmetros físico-químicos e 
morfológicos das formulações produzidas (EE%, PL, diâmetro hidrodinâmico, 
potencial zeta, entre outros), foi realizado o estudo cinético da captação celular e 
distribuição intracelular e retenção das NP formuladas. 
A compreensão da distribuição intracelular e tecidular das NP é util para 
elucidar o mecanismo de eficácia terapêutica melhorada de agentes encapsulados. 
Será descrito a seguir o processo de adesão na superfície das NP de PLGA nas 
células do tipo MCF-7 e NIH-3T3 (50). 
Após exaustiva análise de todos os resultados obtidos no ensaio de 
viabilidade – apresentado e discutido anteriomente – apenas duas concentrações 
foram escolhidas (31,0 e 63,0 mg(partículas)/L) para realização do próximo ensaio que 
será apresentado (“Uptake”). 
Nas Figuras 30 e 31 são apresentadas imagens da captação pelas células 
das NP produzidas com o fámaco CHB funcionalizadas. Essas formulações foram 
aplicadas em células tumorais de mama da linhagem MCF-7 em tempos de 
incubação de 24 e 72 horas. 
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Figura 30: Avaliação da sítio-especificidade das NP produzidas por meio de processos de adesão in 
vitro pelo período de incubação por 24 horas com a concentração de 63,0 mg(partículas)/L em células da 
linhagem MCF-7: (A1) formulação NP.CHB.EDC/NHS, (A2) formulação NP.CHB.DOPA, (B1) 
formulação NP.CHB.EDC/NHS.PEP, (B2) formulação NP.CHB.DOPA.PEP. MEV operado entre 5,0 – 
10,0 kV em modo de detecção de elétrons secundários, com escala de 5,0 µm. Flechas em vermelho 
indicam regiões onde NP são encontradas. 
 
Nos quadrantes A1 e A2 das Figuras 30 e 31 são apresentadas as imagens 
de MEV de células tratadas com NP contendo CHB sem estarem com suas 
superfícies funcionalizadas com o peptídeo direcionador ciclo-RGD. É possível notar 
que nesta etapa as NP já se encontram aderidas à superfície celular, no entanto, o 
dano ocasionado não é muito evidente. Já nos quadrantes B1 e B2 das mesmas 
figuras, não foi possível identificar claramente as NP e as células tratadas com elas, 
pois, nestes sistemas, as formulações aplicadas continham o fármaco CHB e foram 
funcionalizadas com o peptídeo direcionador ciclo-RGD e atuaram como esperado 
ocasionado a morte celular de maneira mais efetiva. 
A1 A2 
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Figura 31: Avaliação da sítio-especificidade das NP produzidas por meio de processos de adesão in 
vitro pelo  período de incubação de 72 horas na concentração de 63,0 mg(partículas)/L em células da 
linhagem MCF-7: (A1) formulação NP.CHB.EDC/NHS, (A2) formulação NP.CHB.DOPA, (B1) 
formulação NP.CHB.EDC/NHS-PEP, (B2) formulação NP.CHB.DOPA-PEP. MEV operado entre 5,0 – 
10 kV em modo de detecção de elétrons secundários, com escala de 5,0 µm. Flechas em vermelho 
indicam regiões onde são encontradas NP. 
 
Já é bem conhecido que o tripeptídeo RGD possui interação com integrinas 
presentes na superfície de células tumorais. Ambas as formulações produzidas e 
avaliadas neste estudo apresentaram para o período de 24 horas de incubação o 
efeito desejado. Isso porque, ocorre com estes sistemas um maior acúmulo das NP 
sobre a superfície das células sendo, posteriormente, internalizadas, e ocorrendo a 
liberação do fármaco e ocasionando consequentemente a morte celular. 
As integrinas são grandes e complexas glicoproteínas transmembranares. 
Suas estruturas consistem em duas cadeias distintas constituídas por subunidades 
A1 
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denominadas como α e β que formam um heterodímero não covalente. As integrinas 
medem a adesão celular e se ligam diretamente aos componentes da MEC, como 
fibronectinas, vitronectinas, lamininas ou colágeno, proporcionando assim 
ancoragem para a mobilidade celular (110). 
A expressão celular de ανβ3, αvβ5, α5β1, α6β4 são relacionadas com 
possível progressão metastática em melanomas, carcinomas de mama, próstata, 
pâncreas e câncer de pulmão. A contribuição das integrinas para a angiogênese, 
progressão tumoral e metástatica é amplamente aceita (67). Os vasos associados a 
tumores expressam as integrinas αvβ3 e αvβ5 que não são detectadas em 
vasculaturas saudáveis. A ligação destas integrinas vasculares aos componentes da 
MEC no microambiente tumoral contribui para a invasão e migração de células 
endoteliais. Portanto, o foco das integrinas αvβ3 e αvβ5 com anticorpos ou 
estruturas derivadas de péptidos (como o RGD) tem sido investigado como uma 
abordagem antiangiogênica (67). 
Uma vez que várias proteínas do MEC, como vitronectinas, fibrinogênios e 
fibronectinas, interagem com integrinas por meio da sequência RGD linear, esse 
comportamento também pode ocorrer com peptideos cíclicos que contenham a 
sequência RGD. Muitos destes foram produzidos e testados como agentes de 
funcionalização que se ligam especificamente às integrinas do tipo αvβ3. Kessler et 
al. desenvolveram o Pentapeptídeo cRGDyK (-Arg-Gly-Asp-DTyr-Lys-), que 
demostra alta afinidade e seletividade para o acoplamento com αvβ3 (67,68). 
As células da linhagem MCF-7 possuem receptores de estrogênio positivos 
não metastáticos (67). Nessas células, as integrinas αvβ3 e αvβ5 são receptores 
heterodiméricos de superfície celular que realizam a adesão entre as células e a 
MEC (111). Os receptores do tipo αvβ3 são associados a um papel-chave da 
progressão do tumor, metástase e reabsorção óssea dos osteoclastos. Os 
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anticorpos para a integrina αvβ3 e seus antagonistas como peptídeos contendo arg-
glic-asp (RGD), incluindo osteopontina, sialoproteína óssea, vitronectina e 
fibrinogênio, são considerados eficientes inibidores que podem controlar a 
progressão tumoral (112). Ocorre o tráfico intracelular mediado por endocitose de 
ligantes pelo receptor αvβ3 em células da linhagem MCF-7 (113). 
O uso de peptideos RGD em biomateriais é conhecido e bem discutido no 
trabalho de Bellis, onde são abordados aspectos distintos entre o uso do tripeptídeo 
RGD adsorvido em biomateriais aplicados em culturas de células (114). Os dados in 
vitro indicaram uma direção que nem sempre pode ser confirmada in vivo, permitindo 
dizer que se deve explorar cada novo material associado ao peptídeo RGD em todos 
os aspectos (114). 
Sendo assim, o uso de NP poliméricas biodegradáveis contendo CHB, um 
fármaco com ação no DNA, associada ao tripeptídeo RGD, que se associam as 
integrinas, atraves dos receptors  αvβ3 (pouco expresso em MCF-7) (115) e α5β1 
(mais expressa em MCF-7) pode ser mais um componente no processo de entrega 
de fármacos em tumores levando a mais um adicional na busca pelo 
desenvolvimento de nanomateriais cada vez mais eficientes (7). 
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Foi relatado neste trabalho um método de preparo bem sucedido, de fácil 
execução, reprodutivo e que não necessitou de recursos onerosos para encapsular 
com alto rendimento e eficiência o agente antitumoral CHB em NP de PLGA. Devido 
à natureza inerte do PLGA, foi realizada a modificação superficial das NP por meio 
de dois métodos distinos (um utilizando EDC/NHS e outro DOPA) para posterior 
funcionalização com o peptídeo direcionador ciclo-RGD. Essas formulações exibiram 
elevada estabilidade do fármaco e demais constituintes associados, sendo 
caracterizadas como monodispersas e com diâmetro hidrodinâmico (≥ 400,0 nm) 
adequado para realização de ensaios in vivo e com potencial para futura aplicação 
no tratamento de câncer. A carga superficial das formulações se manteve negativa e 
inalterada após procedimentos de funcionalização, sendo atribuído este efeito a 
modificação superficial não ter sido realizada concomitantemente com o processo de 
produção das partículas, mas sim, em procedimentos independentes que não 
resultaram na redução expressiva de grupos carboxílicos presentes na superfície 
das NP. A modificação superficial também não alterou significativamente a %EE do 
CHB, sendo este um indicativo de que as formulações e suas modificações 
superficiais não ocasionaram a perda do fármaco que se manteve aprisionado às 
NP. A liberação precoce do fármaco ainda consiste em uma característica 
indesejada para aplicação sistêmica dessas NP, mas, este é um problema possível 
de ser solucionado e que deverá ser otimizado em estudos posteriores. Por fim, 
como esperado, as NP modificadas apresentaram vantagens em relação às NP não 
funcionalizadas devido à presença do ligante sítio-específico que favoreceu a 
entrada das partículas principalmente nas células tumorais em relação às demais 
formulações controle produzidas nesse trabalho. Os valores de vialbilidade refletiram 
que as formulações das NP não foram muito citotóxicas, mas, quando utilizadas 
para tratar as células da linhagem MCF-7 demonstraram ser mais tóxicas em 
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comparação com tratamentos semelhantes nas células da linhagem NIH-3T3. É 
possível concluir que os sistemas produzidos são promissores DDS que poderão 
contribuir para o aumento dos índices de seletividade e eficiência terapêutica, 
biodisponibilidade elevação da sítio-especificidade e consequente redução de efeitos 
adversos para futuro uso clínico do CHB. 
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